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Resumo

O azeite € um Oleo vegetal caracteristico liquido a temperatura de 20 °C
extraido por meios mecéanicos (e por vezes quimicos) do fruto da Oliveira (Olea
europeia L.) (Harwood & Aparicio, 2000). Faz parte e € a principal fonte de lipidos
da saudavel Dieta Mediterranica, é rico em &cidos gordos mono-insaturados e
anti-oxidantes naturais. As propriedades organoléticas e sensoriais deste produto
sdo mantidas no azeite virgem pois este nao precisa do processo de refinacédo
para ser consumivel (Aguilera, 2005).

Podemos encontrar na composi¢do do azeite uma quantidade consideravel
de clorofilas, carotendides e tocoferol (vitamina E), antioxidantes naturais que
contribuem para melhorar a qualidade de vida dos consumidores. Em termos de
qualidade, o azeite possui carateristicas Unicas e o produto final deve estar dentro
dos padrdes estabelecidos por lei. Os factores sensorias possuem uma grande
importéncia neste requisito, ainda se toma por base o valor nutricional, as
propriedades organoléticas, a origem do produto (no caso de DOP), auséncia de
contaminantes téxicos e as praticas agronOmicas adotadas para o cultivo da
oliveira (Ninfali et al., 2007).

Devido a variacdes na composicdo, o controlo da qualidade pode fornecer
importantes indicacdes sobre a idade de um d6leo ou azeite. Esta carateristica
esta relacionada com a variacdo dos componentes do azeite, que divergem muito
com a variedade da azeitona, as condi¢des climaticas, o tipo de solo, a época de
colheita e ainda a regido produtora e suas tipicidades.

O objetivo deste trabalho foi explorar as qualidades fisico-quimicas de
azeites produzidos em lagares da regido do Algarve. Para este fim 19 amostras
referentes as safras 2009, 2010 e 2011 foram coletadas e congeladas e
posteriormente analisadas.

Os resultados obtidos para a acidez e indice de peréxidos nos pemitiu
classifica-los como azeites virgens, sendo que a analise de compostos fendlicos
produziu resultados bem expressivos e em média de acordo com os resultados
encontrados na literatura. Outro factor importante foi constatar uma boa
correlacdo entre os compostos de cor (método CIELAB) tendo boas correlacdes
entre a componente b* com a concentragdo de carotenoides totais e a
componente a* com a concentracéo de clorofilas.

As concentragdes de compostos fendlicos toatis nas amostras analisadas
estdo de acordo com as medias encontradas na literatura.

Palavras-chave: Azeite virgem, polifenois, clorofilas, carotenoides, Dieta
Mediterranica, Algarve.



Abstract

Olive oil is a characteristic natural fat liquid at 20 °Cproduced by
mechanical (or even chemical) methods from the Olive tree (Olea europeia L.)
fruits (Harwood & Aparicio, 2000). It's the major source of fat in the healthy
Mediterranean Diet and is a very good source of natural mono-unsaturated fats
and antioxidants. All the sensorial and nutritional qualities are kept on this kind of
fat, thus it isn"t necessary to be refined to be consumed.

Besides the major fat composition of the oil, we can find also chlorophylls,
carotenes, tocopherols, polyphenols and others in considerable amounts.

Olive oil quality can be defined as a very good combination of many factors
including sensory attributes, nutritional properties, absence of toxic contaminants,
good manufacturing practices and chemical composition.

Due to composition variability, quality control may provide important
information regarding the product's age. Major effects in variations among
samples are caused by olive tree variety, seasonal conditions, soil type,
harvesting time, land producer and their regional way of production.

The increasing of the world’s consumption is leading to a heightening
interest of the scientific community on the production of research papers covering
the influences of the variances above mentioned on olive oil’'s production and
yield. The main goal is to improve the above mentioned variable production of
olive oil showing a better nutritional and chemical quality.

The spotlight is over the polyphenols’ profile, with researchers trying to
elucidate its antioxidant power and contribution to the olive oil’s flavour. It can’t be
forgotten that this profile may lead to a regional identification and the
denomination of regional production, named PDO.

The aim of this study was to elucidate the physic-chemical qualities of oils
produced by mills in the Algarve region, in order to achieve it, 19 samples relating
to the 2009, 2010 and 2011 crops were collected and frozen and later analyzed.
Indent acidity and peroxide value results allowed us to classify them as virgin olive
oil, and the analysis of phenolic compounds produced very impressive results and
on average according to the results found in the literature. Another important
factor was that we observed a good correlation between the colored compounds
(CIELAB method) having good correlations between the components b * with the
amount of carotenoids and component a* with the amount of chlorophyll.

Total Phenolic compounds found are in accordance to that reported in the
literature.

Keywords: Virgin olive oil, Polyphenols, chlorophylls, carotenes, Mediterranean
Diet, Algarve.
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1. Introducao

1.1 Azeite

7

O azeite é um o6leo vegetal caracteristico liquido a temperatura de 20 °C
extraido por meios mecéanicos (e por vezes quimicos) do fruto da Oliveira (Olea
europeia L.) (Harwood & Aparicio, 2000). Faz parte e € a principal fonte de lipidos da
saudavel Dieta Mediterranica, sendo portanto largamente utilizado em todo o
Mediterraneo. Devido ao seu aroma unico e suas propriedades nutricionais (é rico
em acidos gordos mono-insaturados e anti-oxidantes naturais) veio a conquistar o
paladar internacional. Pode-se ainda enfatizar que muitas das propriedades
organoléticas e sensoriais (carateristicas deste produto) sdo mantidas no azeite
virgem e extra virgem devido ao processo mecanico de extracao e pelo facto de nao
precisar do processo de refinacdo para ser consumivel, conservando compostos de
sabor e aroma que normalmente se perdem durante as etapas quimicas de extracao
(Aguilera, 2005).

O azeite é constituido por 98% a 99% de triglicerideos, sendo que a pequena
parcela de mono- e diglicerideos no azeite sdo em parte derivados pelo fenbmeno
incompleto de biossintese ou devido, principalmente, ao resultado de reacfes de
hidrélise (Boskou, 2007). Os diglicerideos sao mais abundantes que os
monoglicerideos e a sua andlise permite aferir a frescura do azeite. A sua
composicdo e quantidade podem fornecer importantes indicagées sobre a idade de
um Oleo ou azeite. Deve-se salientar ainda que a composi¢édo dos acidos gordos do
azeite varia conforme a variedade da azeitona, as condi¢des climaticas e a regido
produtora (Pinheiro & Mello, 2012) .

Os acidos gordos que compdem os triglicerideos variam praticamente entre
dezesseis a vinte e quatro atomos de carbono, e o acido oleico (C18:1) é o acido
gordo predominante. O acido oleico € um acido monoinsaturado que confere ao



azeite propriedades importantes do ponto de vista nutricional, visto que, o azeite
sendo rico neste &cido, apresenta atividade na prevencdo de doencas

cardiovasculares (Pinheiro & Mello, 2012).

Os restantes constituintes do azeite denominam-se micronutrientes, por se
apresentarem em pequena quantidade, constituindo cerca de 0,5 % a 1,5 % dos
compostos totais do azeite e um maximo de 2,5 % dos compostos totais do 6leo de
bagaco de azeitona. Estes compostos minoritarios sdo os hidrocarbonetos, esterais,
alcodis triterpenos, tocoferois, fendis, compostos aromaticos, compostos fendlicos
polares e minerais. Os monoglicerideos, diglicerideos, fosfatideos, ceras e ésteres
de esterois também sdo considerados micronutrientes (Harwood & Aparicio, 2000).
Na composicdo do azeite pode-se ainda verificar uma quantidade consideravel de
clorofilas, carotenoides e tocoferol (vitamina E). Os dois primeiros sdo responsaveis
pela coloracao, a relacdo entre os seus teores confere variagcdes entre o dourado ao
verde. Ambos 0s compostos possuem outras fungdes importantes na preservacao

guimica do azeite (Boskou, 2007).

A qualidade do azeite pode ser definida como um conjunto de factores, 0s
guais tém por base o valor nutricional, as propriedades organoléticas, a origem do
produto (no caso de DOP), auséncia de contaminantes toxicos e as praticas
agronomicas (Ninfali et al., 2007). As carateristicas sensoriais e nutricionais sao

factores que impulsionaram o crescimento do seu consumo mundial.

Devido a globalizacdo, a qualidade do azeite foi difundida mundialmente e
nos ultimos vinte anos houve um grande aumento do seu consumo. Os grandes
produtores encontram-se principalmente na bacia do Mediterraneo, sendo eles a
Espanha, Italia, Grécia, Portugal, Chipre e Franca. Portugal mantém-se no cenario
mundial de grandes produtores, porém ja ndo produz como nas décadas de 50 e 60,
guando era auto-suficente. Nos ultimos anos Portugal apresentou indices de 50%

de importacao de azeite dos paises vizinhos (dos Santos, 2011) .

Ao contrario do cenério interno, a producdo e procura de azeite no cendrio
mundial tem aumentado ano a ano e as perspetivas de produgcdo da safra
2011/2012, segundo a International Olive Council (I0OC, 2012), é de 2.565.000 t, o



gue representa um aumento de 125.000 t a mais que a producdo anterior. A tabela

1.1 apresenta um resumo da producdo mundial dos ultimos anos.

Tabela 1.1: Producéo e consumo mundial de azeite nas ultimas 3 safras (em

toneladas).
safra Producéo (t) Consumo (t
2009/2010 2369000 2199000
2010/2011 2440000 2205000
2011/2012* 2565000 2387500

IOC, Olivae 117, 2012. *Previsao de safra

Ainda segundo a IOC, os objetivos do 6rgdo sdo de promover atividades e
divulgar resultados de pesquisas cientificas, visando aumentar a produtividade sem
afetar a qualidade dos produtos e prejudicar o meio ambiente. Isto pode ser possivel
através da ajuda para modernizacao das areas de cultivo e das técnicas de extracdo

na industria do azeite.

Sao conhecidas cerca de 1275 variedades de azeitona, mas deste total o
numero de variedades de importancia comercial € reduzido, no referente a producao
e consumo (Luna & Aparicio, 2002) e dessa forma muitos cientistas buscam
aprimorar os seus conhecimentos, principalmente no que diz respeito a producao de
azeitonas para extracdo de azeites monovarietais, e dessa forma padronizar as

suas propriedades.

Com o prévio conhecimento das propriedades de cada variedade pode-se
selecionar os melhores parametros de producdo, bem como avaliar quais as
melhores misturas para que haja uma maior producdo de azeites multivarietais de
gualidade e com carateristicas locais Unicas. Estas carateristicas locais formam um
dos requisitos que pode contribuir, quando o azeite estd sob investigacdo, para

obter o certificado de denominacéo de origem protegida (DOP).

Deve-se ainda salientar que as pesquisas também buscam elucidar melhor
as etapas de producado. Pesquisas indicam que a tecnologia adotada e cuidados nos

parametros tecnolégicos devem estar de acordo com padrdes especificos e serem



bem controladas, acompanhando as etapas de producéo, para evitar desperdicios e
obter-se um melhor rendimento durante a etapa de extracdo do azeite (Garcia-
Gonzalez & Aparicio, 2010). Descuidos durante a produgdo ocasionam, além de
perda em produtividade, uma perda significativa da qualidade do azeite extraido,
pois muitos compostos que contribuem para o valor nutricional decompdem-se ou
sdo desperdicados. Ocorre também a formacdo de compostos de aroma

desagradavel que comprometem a avaliacao sensorial do produto (Custédio, 2009).

1.2 Producao do azeite

O azeite é uma gordura liquida a 20 °C obtido de forma direta do fruto da
oliveira (Olea europea L.). E extraido por meios mecanicos e pode ou ndo passar
por um processo de refinagdo, sendo este um dos factores de classificacdo para o
mesmo. A temperatura durante o processo deve ser muito bem controlada, nao
podendo ultrapassar 30 °C em sistemas continuos e 65 °C em descontinuos (Penz,
2010) .

1.2.1 Colheita e p6s-colheita

Os cuidados para se obter um bom azeite iniciam-se na colheita dos frutos. O
0 grau de maturacdo das azeitonas possui um carater definitivo na qualidade final
do azeite, afetando diretamente a quantidade de cloroplastos (compostos de cor),
teor de acidos gordos livres, fendis e compostos aromaticos. Cada variedade possui
o grau ideal de maturacdo para colheita e esta, quando bem conhecida, favorece a
producéo e qualidade do azeite obtido (Boskou, 2007).

Logo apos a colheita devem ser aplicadas as normas de boas praticas de

producdo recomendadas para as azeitonas, sendo que as mesmas devem ser



processadas o mais rapido possivel para evitar perdas excessivas, tanto em
producdo quanto em qualidade do produto obtido. Isso deve-se ao facto de que
durante o transporte e o periodo de armazenamento do local da colheita até a zona
extratora, podem ocorrer contaminagbes por microrganismos, que afetam
negativamente a sanidade do produto final, bem como ser contaminado por sepas
patogénicas, levando ao envelhecimento precoce ou conferindo aromas
desagradaveis, chamados off-flavors, tais como odor a mofo-humidade, a vinagre e

aranco (Tsimidou, 2006).

Ainda sob o aspeto de pdés colheita, pode-se enfatizar que um longo periodo
de armazenamento pode favorecer a atividade enzimética, aumentando dessa
forma a concentracdo de produtos de reacbes de degradacdo, resultando na
libertacdo de compostos de cadeias menores e volateis, bem como a degradacéao

de triglicerideos a monoglicerideos (Minguez-Mosquera et al. 1990).

Torna-se, portanto, essencial que ao chegar ao lagar as azeitonas sejam o
mais rapido possivel selecionadas, lavadas para extrair eventuais sujidades e

contaminantes e entdo processadas. Podendo entédo seguir para a moenda.

1.2.2 Moenda

Apos o processo de selecdo e lavagem as azeitonas sdo entdo moidas ou
trituradas para se formar uma pasta. Atualmente séo utilizados diferentes tipos de
moinhos, sendo o mais comum o moinho de martelos. Durante esta etapa (como
nas demais) o controlo do tempo e temperatura devem ser seguidos para
proporcionar um maior rendimento de extracdo, bem como evitar perdas por
degradacdo pela atividade enzimética, pois as enzimas intracelulares sdo agora
libertadas para o meio externo, devido a ruptura da parede celular, estando portanto
em contato com o substrato a ser hidrolisado. Esta pasta assim obtida segue para a
préxima etapa do fluxograma de processo (figura 1.1) que € denominada

Termobatedura.
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Figura 1.1: Fluxograma de producao do azeite. Fonte: (Curinha, 2008)

1.2.3 Termobatedura

O aquecimento durante a batedura tem por finalidade aumentar a eficiéncia
da extracdo do azeite, uma vez que o leve aumento da temperatura favorece a
formacdo de gotas maiores no meio da emulsdo com a agua, favorecendo dessa
forma a sua separacdo por meios mecanicos. Por outro lado, 0 aumento excessivo
da temperatura neste estagio pode favorecer o aumento das reacdes enzimaticas,

prejudicando as propriedades sensoriais e nutricionais do azeite, ocasionando



perdas em compostos fenodlicos, afetando as carateristicas nutraceutricas do
produto final, bem como favorecer o controlo da propagacao de reacdes em cadeia
como as de peroxidases, hidroxilases e oxidacédo lipidica, formando por exemplo
acidos livres e dienos conjugados , que afetam diretamente o aumento da acidez,
indice de peréxidos e absorbancia no UV do produto final, diminuindo
consequentemente o seu tempo de prateleira. Sendo assim, 0s parametros
tecnoldgicos tempo e temperatura sdo fundamentais, pois afetam diretamente ndo
somente a eficiéncia de producdo, mas também a qualidade sensorial e quimica do

produto final obtido (Ranalli, Pollastri, Contento, lannucci, & Lucera, 2003).

Este binbmio tecnoldgico, tempo e temperatura, deve ser estabelecido de
acordo com a variedade da qual se esta extraindo o produto, pois cada variedade
possui um conjunto de compostos variaveis passiveis de perda durante o processo,
sendo que estes podem ser mais ou menos resistentes a temperatura, sendo
portanto de extrema valia o conhecimento da composicdo quimica de cada
variedade (Ranalli et al., 2003).

1.2.4 Extracdo do Azeite

A etapa seguinte é portanto, aguela em que ocorre a separacdo da fase
oleosa, sendo entdo descartado o bagaco e a fase agquosa denominada agua ruca.
Atualmente o método mais utilizado para a separacdo do azeite € a centrifugacao,
muito disseminado com o advento da tecnologia, sobrepondo-se aos métodos
antigos de pressao e percolacdo. A extracao ocorre em centrifugas de alta rotacao
onde serdo separadas as trés fases: o bagaco (sélido), a fase oleosa e a fase
aquosa, sendo a fase oleosa de interesse, novamente centrifugada para elevar o
grau de pureza e diminuir a acidez pela passagem de agua e arraste de compostos
hidrossoluveis. As fases solida (bagaco) e aquosa (agua ruca) sdo descartadas
(I0C, 2007) .



Atualmente pesquisadores buscam alternativas de producdo com o objetivo
de diminuir os impactos ambientais desses residuos gerados durante a producéao,
pois a cada ano que passa as normas ambientais estdo cada vez mais rigidas no
tocante a producdes eficientes e ndo poluentes. Deste modo, novas tecnologias de
producdo aplicadas a esses dejetos favorecem a utilizagdo crescente destes como

sub-produtos (Garcia-Gonzalez & Aparicio, 2010).

Os métodos de extracdo mais modernos utilizam a extracdo em duas fases,
diminuindo a producédo de agua ruca e consequente obtencdo do bagaco humido
que é utilizado para extracéo de 6leo do bagaco. J& existem formas de utilizacdo da
agua ruca na irrigacdo e adubagem de solo; Porém neste caso existem algumas

restricbes legais quanto a dosagem utilizada (Garcia-Gonzalez & Aparicio, 2010).

1.2.5 Armazenagem
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Finalizada a extracdo, o produto é entdo embalado em recipientes que
assegurem a sua integridade durante o periodo de maturacdo. Esta embalagem
deve oferecer protecdo em relacdo a factores externos, para evitar contaminacoes
microbioldgicas e a propagacédo de reacdes indesejadas, causadas pela presenca
de luz e oxigénio. Apds o envase o produto deve ser armazenado a temperaturas
entre 15 e 18° C, idealmente para evitar a degradacdo prematura do produto (IOC,
2007).

1.3 Regides produtoras em Portugal

Portugal nas décadas de 50 e 60 produzia acima de 100 % do azeite
necessario para consumo interno. Com o0 passar das ultimas décadas essa
producdo diminuiu para um patamar em torno de 60%, sendo que o restante foi
entdo suprido pelo mercado internacional, sendo o principal fornecedor a Espanha
(dos Santos, 2011).



Paralelamente Portugal ainda mantém abastecidos mercados externos,
mantendo como principais compradores o Brasil, a Venezuela, os Estados Unidos

da América e o Canada.

Segundo o Gabinete de Planeamento e Politicas (GPP), entre as varias
atividades agricolas do pais, a olivicultura ocupa uma é&rea de 376300 ha do
territério nacional, representando 10,1 % da Superficie Agricola Utilizada (SAU) em
Portugal. Com incentivos de 6rgaos governamentais e o aquecimento do mercado
internacional, observou-se um crescente interesse por esta cultura nos ultimos anos,
tornando a olivicultura num sector atrativo e economicamente viavel (Gabinete de

Planeamento e Politicas, 2007).

A cultura do olival encontra-se distribuida por todas as Regifes Agrarias do
Continente, destacando-se o Alentejo e Tras-os-Montes como principais regides
produtoras, com alguma supremacia do Alentejo em termos de area (Alentejo —
41.7% e Tras-os-Montes — 20,8%). As regides da Beira Interior e Ribatejo e Oeste
posicionam-se na segunda linha do ranking da produgcdo nacional, com uma
ocupacédo de, respectivamente, 17,9% e 11,3%, O Algarve segue com 2,6% e a
regido entre o Douro e Minho com 0,3%. Dados de area de producdo e densidade
produtiva dos olivais podem ser observados na figura 1.2, que ilustra toda area de

plantio nacional (dos Santos, 2011) .

No Algarve o olival tem expressdo pouco significativa, nomeadamente na
especializacdo olival, a area é de 8718 hectares, sendo que o olival representa 14,3

% da superficie agricola utilizada da regido (Instituto Nacional de Estatistica, 2009).



+ 50 ha de olival com densidade de plantagao até 60 arvores/ha

e 50 ha de olival com densidade de plantagao de 61 a 100 arvores/ha

« 50 ha de olival com densidade de plantagao de 101 a 300 arvores/ha
e 50 ha de olival com densidade de plantagao superior a 300 arvores/ha

Figura 1.2: Imagem ilustrativa da densidade de plantacdo ao longo do Pais (
Instituto Nacional de Estatistica, 2009 )
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Diferentemente de outras regides do Pais, onde a variedade Galega
predomina, acima dos 50%, no Algarve destaca-se o0 plantio da variedade
Macanilha Algarvia (cerca de 80%), o que confere especificidade carateristica ao
azeite produzido na regido. Esta variedade é considerada rdstica pela sua tolerancia
ao frio, a seca e a salinidade. A produtividade dessa variedade é média e alternada.
A época de maturacdo também é média e os seus frutos sdo pouco resistentes ao
desprendimento, o que contribui para a colheita mecanizada. Ela é utilizada tanto
para obtencdo de azeite, pelo seu elevado rendimento, como para azeitona de
mesa, verdes ou maduras devido ao tamanho e calibre dos seus frutos. Apresenta
dificuldades tecnoldgicas de producéo devido a resisténcia a separacao da polpa do
caroco. Dentre as pragas agricolas, é susceptivel a tuberculose, lepra e mosca da
azeitona (Sovena Group, 2012).

1.3.1 O Algarve

Apesar de banhado pelo Atlantico, o clima do Algarve é temperado, de
carateristicas Mediterranicas, influenciado pela proximidade do Mediterraneo e
Norte de Africa. O clima ameno resulta da influéncia mediterranica e da topografia.
Os invernos sdo suaves enquanto os verdes sao quentes, muito secos e
prolongados. A precipitacdo concentra-se nos meses de inverno e € nas serras de
Monchique e Caldeirdo que se registam os valores mais elevados. Geograficamente
podem-se distinguir trés regides no Algarve: o litoral, o barrocal e a serra, cada uma
com carateristicas especificas, producdes e realidades proprias (PROT Algarve,
2006). Estas regides podem ser visualizadas na figura 1.3, que apresenta um mapa

do Algarve.

A serra situa-se a norte da regido, até a fronteira com o Alentejo, o que foi
desde sempre considerado como uma forte barreira natural que separou o Algarve
do resto do pais (regido com coloracéo castanha na figura 1.3). Quanto a floresta e
vegetacdo, impera o mato de esteva, tojo, rosmaninho e também eucaliptos e

pinheiros.
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O barrocal € uma zona intermédia, situada entre a serra e o litoral, também
conhecida por beira-serra (esta regido encontra-se em coloracdo bege na figura
1.3). Com declives suaves, € uma area predominantemente rural e a atividade mais

importante é a agricultura tradicional de alfarrobeiras (Gaspar & Pinto, 2012).

O litoral, regido a verde na figura 1.3, € a zona com menor area e no entanto
onde se situam 0s maiores nucleos populacionais e a maioria das atividades ligadas
ao turismo. E de um modo geral plana e estreita, com menos precipitacdo do que o
barrocal e a serra, todavia hiumida devido a proximidade do Atlantico. Os bons solos
agricolas aliados a sistemas de rega, proporcionam as condi¢cdes para o cultivo de
horticolas e citrinos (Gaspar & Pinto, 2012).
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Figura 1.3: Mapa geografico do Algarve (Blog UAIQ)

Devido as carateristicas determinadas pela influéncia do vento, distinguem-se
trés sub-regides: sotavento, zona central e barlavento. O sotavento estende-se do
Guadiana ao Malhdo, é mais exposto ao vento levante e mais seco e arido. A zona
central vai do Malh&o a Monchique e é abrigada quer do levante quer da nortada. O
barlavento, de Monchique a costa ocidental, caracteriza-se por um clima Atlantico
atenuado, que é influenciado pelo Atlantico e mais sujeito a nortada e as massas de
ar humido de noroeste e oeste. De referir também a Ria Formosa, que se estende

por 60 km entre 0 Ancao e a Manta Rota, de formacgéo lagunar carateristica pelos
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seus sapais, ilhas e corddes arenosos que a protegem do oceano. S&0 numerosas
as espécies de flora e fauna, sendo um importante centro produtor de moluscos e
bivalves (PROT Algarve, 2006).

1.4 Classificacédo do Azeite

A Comissdo Europeia € responsavel pelos parametros destinados a
classificacdo do azeite sendo estes estalecidos e presentes no regulamento CE n°
2568/91. Este propde que se deve utilizar uma arvore de decisdo para a
classificacao final do produto obtido. Este critério tem como base os valores obtidos
nos ensaios de percentagem de acidez, o indice de perdxidos, nas absorvéncias no
ultravioleta e na analise sensorial. Um resumo esquematico pode ser observado na

figura 1.4, bem simplificado e de muito valia ao produtor na hora da classificacéo.

Passo 1
Acidez

Passo 2
|. Peréoxidos

Passo 3
I(2?‘1]

Classificagédo 1 Classificagédo 2 Classificagdo 3

Figura 1.4: Arvore de Decisao para a Classificacdo do Azeite. (Fonte: Grigoriadou &
Tsimidou 2006)
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A acidez do azeite tem carater definitivo quando ocorre a classificacdo, sendo
este o factor de divisdo entre as denominacdes dos azeites (como citado a seguir).
Outro factor de importancia € a analise sensorial, sendo de importancia para a
aceitabilidade pelo consumidor final. Os indices de peréxidos e absorvéncias no UV,
nao sao utilizados para classificar os azeites nas diferentes denominacdes, Porém
devem apresentar valores dentro dos padrdes permitidos pela legislacdo para que o
azeite possa ser aceite para consumo, pois sao indicadores de qualidade e
sanidade.

1.4.1 Azeite Virgem

Para obter esta denominacéo, o azeite deve ser obtido apenas por processos
fisicos, 0 que significa que durante a producao a operacao unitaria de refinacdo néo
pode ser realizada. Porém a classificacéo final sera realizada de acordo com o grau
de acidez apresentado ap0s a extracdo. Seguindo este critério, o azeite obtido pode
ainda ser subdividido em outras 4 classificagbes de acordo com o valor em
percentagem de acidez apresentado e o resultado da analise sensorial. Nos
paragrafos seguintes podemos observar os critérios de classificacdo conforme os
valores de acidez expressos em acido oleico, para que o produto possa ser
classificado dentro de uma das denominacgdes existentes (C. Europeia, 2011):

- Azeite extra virgem: Quanto o produto final obtido possui uma acidez de até

1% e apresenta carateristicas organoléticas agradaveis ao paladar

- Azeite virgem: O azeite deve apresentar carateristicas organoléticas

agradaveis ao paladar e uma acidez maxima de até 2%

- Azeite corrente: Recebe esta denominacdo quando ocorre algum eventual
aumento da acidez e este valor atinge até um maximo de 3,3%, Porém o produto

final ainda deve apresentar carateristicas sensoriais aceitaveis pelo consumidor;
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- Azeite lampante : E o0 azeite que apresenta um gosto defeituoso e acidez
até 3,3%. Segundo a legislacdo vigente este produto ndo podera ser comercializado
(C. Europeia, 2011).

1.4.2 Azeite

Uma outra classificacdo leva em consideracdo os produtos que durante a
extracdo apresentam carateristicas que levam a necessidade da etapa adicional de

refinacdo, sendo neste caso dividido em outras duas subclassificagdes:

- Azeite: quando azeite refinado € misturado a uma quantidade de azeite
virgem (excluindo-se a classe lampante) e apresenta uma acidez maxima de 1,5%

em acido oleico €;

- Azeite refinado: € aquele que passou por um processo de refinagdo, sem

mistura e apresenta uma acidez em acido oleico nao superior a 0,5%.

1.4.3 Azeites com Denominacéo de Origem Protegida (DOP)

Apenas o0s azeites virgem e extra virgem podem ser candidatos a obtencéo
da certificacdo DOP. O Azeite com denominacdo de origem € um azeite com
historia, com reputacdo e notoriedade, que apresenta um modo de producéo local,
leal e constante ao longo dos tempos, apresentando carateristicas qualitativas
intrinsecamente ligadas a regido ou local onde tem a sua origem. O uso da
Denominacao de Origem obriga a que o azeite seja produzido de acordo com as
regras estipuladas num caderno de especificagcbes, o qual inclui variedades de
azeitona, condi¢cbes de apanha e transporte para o lagar, condi¢des de laboracéo e
as carateristicas do produto final (CE 510/2006, 2006).
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A regido que obtém essa certificacdo é delimitada por uma area geogréfica
especifica, deve apresentar uma combinacéo Unica de solo e clima e ainda cultivar
azeitonas de determinadas variedades. A tipicidade de cada regiao ainda deve ser
comprovada através de ensaios analiticos assegurando a qualidade quimica e

sensorial dos azeites, bem como meios de distingui-los de outros.

Portugal possui 6 regides produtoras com certificagbes DOP, sao elas:
Moura, Tras-os-Montes, Beira Interior, Norte Alentejano, Alentejo Interior e Ribatejo.
Essa classificacdo € obtida segundo os critérios estabelecidos pela Comissao
Europeia, nominalmente apresentando carateristicas enumeradas no regulamento
CE n° 510/2006 o qual apresenta uma lista de especificacdes a serem cumpridas

para a obtencéo deste certificado, sendo citadas abaixo estes requisitos.

- SO devem ser utilizadas as azeitonas colhidas nas arvores, sés e em plena

maturacao;

- O transporte até ao lagar deve ser feito o mais rapidamente possivel apés a

colheita, e em recipientes de tamanho médio que permitam boa circulacédo de ar;

- As azeitonas devem estar limpas e lavadas, sendo que o periodo entre a

lavagem e a moenda ndo devera ultrapassar 24 horas;

- A pasta deve ser moida e batida a uma temperatura maxima de 30° C,
durante 25 a 30 minutos nos sistemas classicos de prensas e 50 minutos nos

sistemas de centrifugacéo;

- O azeite devera ser armazenado em recipientes a 15 a 16° C para

decantacédo dos sélidos (borra) que resultam do processo de extracao;

- Devem-se efetuar periodicamente transferéncias para evitar a contaminacao

do azeite pelos aromas e sabores estranhos provenientes da borra;
- O azeite devera ser embalado em garrafas de vidro entre 18 e 20° C;

- Todo o material e equipamento em contato com a pasta de azeitona e o

azeite esta revestido de material inerte.
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1.4.4 Azeites Bioldgicos ou de Quinta

Uma caracterizagéo ainda pouco difundida diz respeito ao modo de plantio e

producdo, denominadamente agricultura biolégica ou de quinta.

Essa é uma classificacdo de azeites de pouca expressao comercial, uma vez
gue o modo de producédo é basicamente a nivel artesanal e de nicho de mercado
especifico. Segundo a regulamentacdo da Comissao Europeia os azeites recebem a
denominagéo Biologico quando produzidos sem a utilizacdo de fertilizantes ou
produtos quimicos sintéticos, sendo efetuada a manutencao dos solos por meio de
fertilizacdo natural, rotatividade adequada e ainda obedecendo aos critérios
sanitarios. Quando a producdo € totalmente realizada dentro da prépria area de

plantio, ou seja na quinta, esse azeite pode entdo ser denominado Azeite de Quinta.

1.5 O azeite e a saude

O azeite € um dos principais ingredientes da Dieta Mediterranica, que
apresenta uma relacao inversa com a presenca de doencas cardio-vasculares da
populacdo dessa regido. Esse efeito protetor e preventivo € em grande parte
atribuido a composicédo Unica desse 6leo, que possui um elevado teor de acidos
gordos monoinsaturados e de compostos fendlicos, especialmente oleoropeina
(Bendini et al., 2007) e o hidroxitirosol, compostos estes encontrados no azeite
devido a sua peculiariedade de ser consumivel sem necessidade de refinacdo
(Pimentel, Magnoni & Costa, 2007).

E uma fonte de gordura monoinsaturada usada em detrimento de gorduras
animais monoinsaturadas, como a manteiga e gorduras vegetais como a

margarina. Constitui assim um duplo efeito protetor contra doencas
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cardiovasculares, pois além das suas carateristicas, evita 0 consumo de outros tipos
de gordura nocivas a saude. E também uma fonte de antioxidantes, incluindo a
vitamina E, que favorece o aumento do HDL (do inglés High density lipid — Lipido de
alta densidade) o “bom colesterol” e a redugdo do LDL (do inglés Low density lipid

— lipido de baixa densidade) o “mau colesterol” (Bendini et al., 2007).

7

Nos ultimos anos, é crescente o numero de estudos que apresentam
evidéncias de que nutrientes e substancias ndo-nutrientes contidas em diferentes
alimentos, como o azeite, podem interferir de modo positivo na prevencao de
enfermidades (Pimentel, Magnoni & Costa, 2007). Estudos experimentais e
epidemioldgicos sugerem que o0 azeite extra-virgem, com alto teor de compostos
fendlicos, exerce um papel protetor contra doencas cronico-degenerativas, inclusive
a arterosclerose, pelo alto conteddo de gorduras monoinsaturadas (acido oleico). O
azeite possui ainda compostos que exercem um efeito protetor contra a artrite
reumatoide, efeito antinflamatério, alem de evidencias de um efeito protetor contra

alguns tipos de cancro e aumento da longevidade (Bendini et al., 2007).

1.6 Factores de qualidade

A qualidade de um produto € definida como um conjunto de atributos e
carateristicas que conferem o grau de aceitabilidade pelo consumidor final.
Diferentes produtos, sejam alimenticios ou ndo, possuem carateristicas préprias que
devem ser avaliadas de acordo com procedimentos padronizados pelo érgéo
competente. No caso de produtos alimentares existem diversos sistemas e 6rgaos
de qualidade que tem por finalidade garantir que o produto final esteja de acordo
com os padrbes estabelecidas por Organismos Internacionais respeitando a

sanidade, higiene, qualidade e autenticidade de cada alimento.

As Normas Portuguesas seguem o0s critérios estabelecidos pela Comisséo
Europeia para conferir a qualidade e classificagdo dos azeites produzidos em

territério nacional. Segundo estas normas, o0s requesitos de qualidade estabelecidos
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para azeite sdo: indice de acidez titulavel expressos em acido oleico, indice de
peroxidos expressos em meq O./Kg, os valores das constantes K de absorcéo no
ultravioleta nos comprimentos de onda A=232 nm e A =270 nm, denominadamente
K232 € Ku70, @ variacao entre os comprimentos de onda A=266 nm e A=274 nm em
relacdo ao Ky7o denominado AK. Ainda deve ser considerado a analise sensorial
como requisito final de qualidade (CE 1989, 2003).

Outros métodos podem ainda ser aplicados para garantir a qualidade, sendo
eles: a determinacdo da estabilidade oxidativa, que avalia o tempo de prateleira; o
teor total de compostos fendlicos que esta diretamente ligada a estabilidade
oxidativa juntamente com outros compostos como clorofilas e carotendides. Para
estes Ultimos existem ainda método para a determinacdo de cor e sabor, uma vez

gue também sdo responsaveis por carateristicas organoléticas do produto.

Diversos estudos publicados referem este assunto (Tripoli et al., 2005 ;
Giuffrida et al., 2007; Hayes et al., 2011), o que nos permite levantar um
consideravel banco de dados dos compostos presentes nos azeites produzidos nas
diversas regiées do mundo mediterranico, a maior regido produtora devido as suas

carateristicas 6timas para o cultivo de azeitonas.

Os artigos relacionados mostram claramente que grupos de pesquisas
buscam avaliar as carateristicas locais dos azeites, buscando dessa forma
encontrar condicdes ideais de cada regidao para melhorias no quesito qualidade e

produtividade.

1.6.1 Acidez livre

Segundo o Regulamento EU N°61/2011 da Comissdo Européia, o indice de
acidez € a quantidade em massa de hidroxido de potassio expressa em miligramas,
necessaria para neutralizar os acidos gordos livres contidos em 1 grama de gordura
ou 0leo, que no caso dos azeites devera ser expresso em relacdo ao acido oleico.

Tem origem na quebra hidrolitica de lipidos presentes (tri e di) resultando em acidos
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gordos livres, podendo também resultar da sintese incompleta dos mesmos
(Boskou, 2007).

Dentre os factores que afetam a qualidade do azeite, a acidez tem um papel
fundamental, uma vez que é nela que a divisdo entre as categorias de azeite se
baseia. Para controlar o conteudo de acido livre, deve-se proceder a colheita das
azeitonas em estado de maturacdo adequado e controlar o processo de extragao do
azeite, uma vez que ocorre a libertacdo de enzimas lipoliticas intracelulares durante

0 processo (Boskou, 2007).

1.6.2 indice de Peroxidos e Oxidac&o Lipidica

O sabor e cheiro desagradavel em Oleos e gorduras estdo normalmente
associados a rancidez, que é caracterizada por uma reacao hidrolitica de quebra
dos triglicerideos e libertacdo de &cidos gordos livres. Este tipo de reagdo (natural
em lipidos) pode decorrer da acdo de microrganismos ou enzimas naturais dos
alimentos, podendo ser acentuada pela acao do calor, levando a quebra do glicerol
e tendo como produto a acroleina (2-propenal), composto este de cheiro
desagradavel e irritante para os olhos, mucosas e a pele. A figura 1.5 ilustra a
reacdo de formacdo da acroleina em oleos na presenca de calor (Bobbio e Bobbio
2003).

OH 0]
A
HO OH —_ - \ + 2 H.‘ZO
Glicerol Acroleina

Figura 1.5: Reacdo de desidratacdo do glicerol em presenca de calor formando

acroleina.

Alem do efeito sobre os compostos, a oxidacao lipidica tem um papel
fundamental na perda nutricional dos alimentos durante o periodo de

armazenamento, pois toma parte da degradacao oxidativa de vitaminas, compostos
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carotendides, proteinas e outros compostos passiveis de oxidacdo presentes no
azeite (Ryan & Robards, 1998).

Os processos de oxidacdo em alimentos ocorrem de forma natural ao longo
do tempo. Porém, métodos de conservacdo podem ser utilizados para evitar o
envelhecimento precoce, prolongando assim o tempo de prateleira dos alimentos
gordurosos. Dentre estes cuidados pode-se citar o uso de embalagens e
armazenagem em locais adequados ao abrigo da luz e frescos, visando assim
diminuir a incorporacdo de oxigénio, prevenir o aumento da temperatura e
desfavorecer a penetragdo de luz no produto, pois estes factores aceleram o

processo de oxidacao.

A reacao de oxidacdo (esquema representado na figura 1.6) inicia-se com a
remocdo de um protdo (H) de um grupo metileno (CH,;) de um acido gordo
insaturado (RH), levando a formacgédo de um radical livre (R), reacdo esta que se
acentua a medida que ocorre um aumento da temperatura, pois este tipo de reacao
tem uma elevada energia de ativacdo. Seguindo para uma segunda etapa, a qual se
denomina propagacao: nesta etapa ocorre uma adicdo de oxigénio ao radical livre
formado, dando origem a um produto denominado radical peroxilo (ROO’) que
continua a reacdo em cadeia retirando um protdo de lipidos insaturados,
convertendo-os em hidroperoxidos (ROOH), que sdo subsequentemente
degradados. Inicia-se entdo uma nova etapa que se chama propagacao, sendo esta
muito rapida, uma vez que os radicais livres formados sdo bastante reativos,

iniciando a decomposicéo do alimento (Bobbio e Bobbio, 2003).

Iniciacéo RH—-R +H

Propagacdo R’ + O, — ROO’
ROO"+ RH — R"+ ROOH

Termino ROO + R° — ROOR
ROO’ + ROO" — ROOR + O,
R"+R - RR

Onde: RH — Acido Gordo; R - Radical livre; ROO""
Radical peroxido; ROOH — Hidroperéxido

Figura 1.6: Mecanismo de oxidacéo de lipidos (Ramalho & Jorge, 2006)
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1.6.2.1 Absorvéncia no Ultravioleta
Dienos Conjugados

A oxidacdo dos acidos gordos polinsaturados ocorre com formacdo de
hidroperoxidos e deslocamento das duplas ligagcdes, com consequente formacéo de
dienos conjugados, sendo que estes absorvem luz ultravioleta no comprimento de
onda A=232 nm. Porém produtos secundarios desta reacdo de oxidacéo,
nomeadamente as a-dicetonas ou as cetonas insaturadas, apresentam um maximo
de absorcdo a A=272 nm. Esta diferenca permite avaliar o estado oxidativo com
base na relacdo entre estas absorvéncias (A,72/A232). Quando observado um valor
alto da absorvéncia em A=232 nm, isto serd um indicativo de alta concentracédo de
peréxidos. O contrario € observado se 0 azeite analisado apresentar um valor de
absorcao a A=272 nm elevado, pois este comprimento de onda relaciona-se com 0s
produtos secundarios da oxidacdo. Os peréxidos séo intermediarios instaveis,
sobretudo a temperaturas elevadas ou em presenca de metais de transicao (Tanouti
et al., 2010).

Segundo a Norma Portuguesa (NP 970,1986), as absorvéncias ou
densidades de transmissao no ultravioleta sdo essencialmente indices de alteracao
de uma gordura ou Oleo. A determinacdo espectrofotométrica da absorvéncia
interna de uma gordura, ou de 6leo, se da em iso-octano em concentracédo de 1g em
100 cm® em bandas de absorcdo préximo ao visivel, seja para conjugacdes
dienicas a A=232 nm ou trienicas a A=270 nm, uma vez que (como ja descrito
acima) os trienos sdo produtos secundarios de oxidagado apresentam um maximo de
absorcgéo entre 268 e 272 nm (NP 970,1986).

1.6.3 Atividade Anti-oxidante

A oxidacdo € um processo biolégico natural para produgcdo de energia em
seres vivos. Contudo, o excesso de formas reativas de oxigénio produzidas em
organismos Vvivos, nem sempre estdo associadas com a peroxidacao lipidica, mas

também associadas ao desenvolvimento de doencas degenerativas, como 0 cancro
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(Luo et al.,, 2010). Nas ultimas décadas estudos provaram a importancia de uma
dieta com alimentos ricos em antioxidantes naturais para a manutencdo da saude e
prevencao de complicagdes durante o envelhecimento (Tripoli et al., 2005; Tuck &
Hayball, 2002; Wiseman et al., 1996).

Antioxidantes sdo, de forma geral, substancias que embora presentes em
baixas concentracdes, comparadas ao substrato oxidavel, retardam ou inibem
significativamente a oxidacdo do substrato. Os radicais formados a partir de
antioxidantes ndo sdo reativos para propagar a reacdo em cadeia, sendo
neutralizados por reacdo com outro radical, formando produtos estaveis, ou podem
ser reciclados por outro antioxidante (Sousa et al., 2007). Eles retardam a
velocidade da oxidacéo, através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de
radicais livres e complexacdo de metais. Eles podem ainda ser sintéticos ou naturais

e, para serem utilizados em alimentos, devem ser seguros para a saude.

Dentre os antioxidantes naturais mais importantes destacam-se o0 acido
ascorbico, o B-caroteno e a vitamina E. Os compostos fendlicos também

apresentam uma potente acao antioxidante (Duarte-Almeida et al., 2006).

Antioxidantes sédo conhecidos por agir em niveis diferentes na sequencia de
oxidacdo envolvendo lipidos. A atividade antioxidante de compostos fenélicos deve-
se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas
carateristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de
radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacao
como na propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acao
de antioxidantes fendlicos séo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (Sousa et al., 2007).

A presenca de importantes antioxidantes naturais em alimentos vegetais atrai
grande interesse, devido aos beneficios como agentes anticarcinogenicos e
inibidores de reacgOes biolégicas de oxidacdo, nocivas ao corpo humano. Uma
variedade de compostos fendlicos ja foram identificados em azeites extra virgem,
sendo os mais abundantes os derivados de 3-4-dihidroxifenil etanol (hidroxitirosol) e

p-hidroxifenil etanol (tirosol) (Nissiotis & Tasioulamargari, 2002).
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Diversos trabalhos demonstram a atividade antioxidante de compostos
fendlicos em azeites, sendo que a estabilidade oxidativa dos azeites virgens se
correlaciona principalmente com a concentracdo de fendis hidrofilicos (Bendini et al.,
2007).

Azeites virgens apresentam normalmente uma concentracdo de fendis de 50
a 500 mg/kg (Tanouti, Elamrani, & Tahani, 2011), sendo que como ja citado, estas
variacOes estdo relacionadas com diversos factores, nomeadamente condi¢des de

crescimento, clima, colheita e processo de extracao.

O estudo de compostos fendlicos totais € normalmente realizado utilizando o
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau e varios autores reportam diferentes
métodos cromatograficos para o estudo dos compostos fendlicos individuais,
utilizando a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). (Carrasco-Pancorbo
et al., 2005; Cioffi et al., 2010; Kotsiou, Tasioula-Margari, Capuano, & Fogliano,
2011).

1.6.4 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos sdo agentes antioxidantes naturais e um factor
importante a considerar na avaliacdo da qualidade de um azeite extra virgem, uma
vez que sdo responsaveis pela estabilidade oxidativa e conferem algumas das
carateristicas organoléticas (Ryan & Robards, 1998).

Azeites obtidos de azeitonas de boa qualidade ndo necessitam da etapa de
refinacdo para serem consumidos. Desta forma sdo mantidos compostos fendlicos
gue ndo estao presentes em outros 6leos, pois com o uso de solventes, boa parte
dos fendis séo perdidos, dissolvidos no solvente (Tasioula-Margari, 2001).

A contribuicdo dos compostos fendlicos para o tempo de prateleira do azeite
tem sido investigada e a relagcéo entre a estabilidade oxidativa e a sua concentracéo
nos oleos ja € bem conhecida (Benito et al., 2012). Os fendis sdo os principais
agentes responsaveis pela resisténcia a auto-oxidacao e foto-oxidagdo. A presenca

de compostos fendlicos com capacidade antioxidante é de importancia ja que estédo
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correlacionados com a resisténcia ao desenvolvimento da oxidacao lipidica. As
propriedades antioxidantes dos fendis sdo devidas as suas propriedades Redox, as
quais Ihes permitem atuarem como agente redutores, doadores de hidrogénio e
supressores de oxigénio singleto (Benito et al., 2012).

1.6.5 Avaliacao da atividade antioxidante (DPPH)

Os chamados “ensaios armadilha” (Trap Assays) sdo assim denominados
pois capturam os radicais livres gerados. Existem conjuntos de testes de inibicao
destinados a avaliagdo da capacidade de desativagao de radicais livres “gerados” in
vitro. Os métodos propostos na literatura variam quanto ao tipo de radicais livres
gerados, ao indicador de oxidacdo escolhido e ao método usado para a sua detecéo
e quantificacdo. Na maioria dos casos recorre-se a formacado de radicais instaveis,
pela decomposicdo térmica de um grupo funcional N=N, os quais reagem
rapidamente com o oxigénio originando radicais peroxilo. Estes atuam sobre um
substrato lipidico (acido linoleico ou um dos seus ésteres) desencadeando um
processo de lipoperoxidagcdo, em relacdo ao qual se escolhe um determinado
indicador (consumo de oxigénio, desaparecimento do substrato lipidico,
aparecimento de produtos de oxidacdo) que se observa e quantifica antes e apos a
adicdo de um composto antioxidante (avaliacdo da atividade sequestrante do

radical) (Sucupira et al., 2012).

Porém existe um outro método proposto, o qual ndo recorre a oxidacdo de
substratos lipidicos, pelo contrario, a reacao € de reducao de radicais livres estaveis
gerados in vitro, como resultado da atividade de sequestro de radicais de compostos
antioxidantes. O método de Brand-Williams et al., (1995) tem por base a reducéo
do radical 2,2’-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), o qual apresenta um maximo de
absorcdo no comprimento de onda A=515 nm. Ao fixar um H’, abstraido ao
antioxidante em estudo, observa-se uma diminuicdo da absorvéncia, o que permite
calcular, apds o estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de
antioxidante gasta para reduzir 50% do DPPH, inicialmente presente na solucéo
(Brand-Williams et al., 1995). Trata-se de um teste rapido, que ndo envolve

condicdes drasticas de temperatura e oxigenagdo (Sucupira et al., 2012).

25



1.6.6 Flavonodides

O grupo quimico dos flavondéides € composto por cerca de 4000 compostos
naturais, 0s quais sao sintetizados em plantas e se encontram presentes nos mais
diversos alimentos. Dentre eles, podem-se citar os vegetais, as frutas, os legumes,
0 vinho, o azeite, etc. S8o um grupo de compostos com atividades benéficas para a
saude, destacando-se doencas degenerativas que levam ao envelhecimento das
células, sendo que este efeito deve-se a sua capacidade anti-oxidante (Garcia,
2010).

A estrutura basica dos flavonoides basea-se numa forma comum (figura 1.7),
a 2-hidroxicalcona, que possui dois anéis aromaticos (A e B) ligados por 3 atomos
de carbono (figura 1.7). A partir dessa estrutura ocorre a oxidagdo e a adicao de
oxigénio no carbono 6 do anel A e o carbono 2 da estrutura de ligacdo, formando
um terceiro anel C. Desta nova estrutura se formam todos 0s outros compostos e a
classificacdo destes € baseada no padrdo de oxidacdo e substituintes do anel C
(Garcia, 2010).

Existem 7 classes de flavondides: Flavanois ou catequinas, antocianidinas,
flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas e neoflavondides. No azeite a
predominancia da-se do grupo Flavonois no qual o anel C € uma pirona, ou seja
possui uma ligacdo dupla com oxigénio no carbono 4, possui uma dupla ligacao
C2=C3 e um grupo 3-OH (Garcia, 2010) .

Figura 1.7: Estrutura quimica basica dos compostos flavonéides
(Fonte: Garcia, 2010).
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1.6.7 Clorofilas e Carotendides

Estudos de cor sédo de extrema importancia para a industria de alimentos em
geral, uma vez que este € um dos primeiros requesitos de qualidade observados
pelo consumidor na hora da compra. Por esse motivo existem critérios especificos
em analise sensorial e analise quimica para avaliar e quantificar estes compostos,
bem como a aceitacdo desses produtos no mercado. No caso do azeite ndo seria
diferente, sendo que os pigmentos que dao a cor a azeitona e ao azeite sdo as

clorofilas (figura 1.8) e carotendides (figura 1.9) (Moyano et al., 2010).

1.6.7.1 Clorofilas

7

A clorofila € um pigmento natural verde encontrado em cianobactérias e
cloroplastos de algas e plantas. O nome vem do grego e significa folha verde. A
clorofila é uma biomolécula de extrema importancia para as plantas, fundamental
para a realizacdo da fotossintese, que permite as plantas produzirem o seu proprio
alimento através da absorcdo da luz e consequente transferéncia dessa energia
para 0s centros reativos da clorofila durante o periodo claro, produzindo moléculas
organicas a partir de CO, e agua, libertando oxigénio para a atmosfera. Esta ligada
a eficiéncia fotossintética de plantas e consequentemente ao crescimento e
adaptabilidade a diversos ambientes. A clorofila é constantemente sintetizada e
destruida (foto-oxidacdo) em presenca de Iluz, mas sob intensidades Iluminosas
muito altas a velocidade de decomposicdo € maior, sendo o equilibrio

estabelecido a uma concentracdo mais baixa (Berg et al., 2002).
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Figura 1.8: Estrutura quimica da clorofla (a e b). (Cienciasdos
alimentos.wordpress.com)

1.6.7.2 Carotendides

Os carotendides, figura 1.9, sdo pigmentos organicos tetraterpenoides que
ocorrem naturalmente em cloroplastos e cromoplastos de plantas e alguns outros
organismos fotossintéticos, como as algas, bactérias e alguns fungos. Caracterizam-
se por apresentar moléculas oxidaveis, exibir cores que vado do amarelo ao
vermelho, séo lipossoluveis e encontrados em vegetais. S80 essenciais como
precursores da sinteda-se Vitamina A em animais e humanos. Os carotendides
conhecidos séo divididos em dois grupos: carotenos e xantofilas. Os carotenos sao
pigmentos alaranjados, que dao cor a cenoura, por exemplo; sdo puramente
hidrocarbonetos e ndo contém oxigénio. Ja as xantofilas podem variar de amarelo a
castanho-avermelhado e contém oxigénio na sua estrutura (Fontana et al., 2000).

Os carotenoides apresentam grande importancia para a fotossintese. Estas
moléculas sdo responsaveis pela protecédo da clorofila do excesso da luz e ainda

sdo de grande importancia para a alimentacdo humana, sendo os carotenoides -
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caroteno, oa-caroteno, y-caroteno e B-criptoxantina os precursores da vitamina A.
Esta, entre outras funcdes, atua diretamente na respiracdo celular e sintetiza
pigmentos da retina. Alguns carotendides por exemplo, normalmente apresentam

ainda acéo como antioxidantes (Moyano et al., 2010).

Figura 1.9: Estruturas quimicas: p-caroteno (acima) e o-caroteno (abaixo)
(Frickel, 1984).

1.6.7.3 Presenca no azeite

O controlo qualitativo e quantitativo dos pigmentos presentes nas azeitonas e
nos azeites extraidos tem proporcionado um maior conhecimento da influencia
desses compostos has areas da maturacao, tempo de armazenagem na industria e
no processo de extracdo do azeite e 0 que se tem reportado € uma relacéo direta do
tempo de colheita com a concentracdo destes compostos. Dai se conclui que
guanto mais longa a colheita maior ser4 o decréscimo desses compostos, sendo
ainda que durante a armazenagem ocorre um aumento da concentracdo de acidos,
favorecendo também um decréscimo consideravel dos pigmento. As perdas séo
principalmente de clorofilas, que sofrem mudancas estruturais causadas pela
libertacdo de &acidos. Ocorre nomeadamente a transformacdo de clorofilas em

feofitinas pela remocao de iodes Mg?*(Giuffrida et al., 2007).

Durante o amadurecimento e pos colheita dos frutos, a degradacéo celular,
acompanhada pela oxidacdo de acidos gordos insaturados que fazem parte do
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componente lipidico das membranas (reacdo catalisada por lipoxigenases) permite
a libertacdo de material celular rico em enzimas. Os compostos de cor agora em
contato com este material celular, podem oxidar-se facilmente, sendo esta reacao
favorecida quando submetidos a alguns factores extrinsecos como o excesso de luz
e abundancia de oxigénio e em presenca de lipoxigenases naturais, causando
assim mudancas na cor original do azeite de verde para tons de castanho (Giuffrida
et al., 2007; Moyano et al., 2010).

O radical livre formado pela acdo da lipoxigenase em acidos gordos
insaturados com cis-cis-1,4 pentadieno apresenta um papel crucial nesta reacao

(figural.10) (Minguez-Mosquera et al., 1990).

Lipoxigenases
LH + O, —> LOO* — LOOH

Acidos Gordos Hidroperoxido
7 0O,
XH X* ™ Produtos
Pigmentos de
Oxidacao

Figura 1.10: Esquema de reacdo para a degradacdo de pigmentos pela acgéo
enzimatica (Minguez-Mosquera et al, 1990)

1.6.7.4 - Evolucéo de Cor

O objetivo das medicdes de cor nos alimentos esta baseada na tendéncia de
aceitabilidade do produto pelo consumidor final, o que levou ao desenvolvimento de
técnicas e equipamentos simples para este propdsito. Houve ainda um aumento na
tendéncia de relacionar as coordenadas de cor com o nivel de pigmentos presentes.
Estes equipamentos apresentam uma serie de vantagens que vao da portabilidade
e rapidez até a facilidade de automacdo em linhas de producdo (Moyano et al.,
2008).

Segundo alguns autores a concentracdo dos compostos de cor nos azeites
varia muito de uma variedade para outra, sendo também afetados pelo estagio de
maturacdo e época de colheita, (Moyano et al., 2010). A metodologia mais utilizada
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para esta determinacdo da evolucdo de cor sdo as ordenadas L*, a* e b* do
espectro de absorcdo. Porém utilizando espectrofotometria pode-se também
calcular a concentracdo desses pigmentos (Isabel, Gandul-Rojas, Sanchez, &
Garrido-Fernandez, 1991). Ainda segundo estes autores boas correlagbes séo

estabelecidas entre a ordenada b* e o teor de carotenodides no azeite.
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2 Objetivos

O objetivo deste trabalho € o de avaliar a qualidade fisico-quimica e de
atividade bioldgica de azeites produzidos na regido do Algarve, nas producdes de
2009, 2010 e 2011, representando amostras monovarietais e de mistura. Estes
azeites foram recolhidos de lagares privados e publicos, sendo essencial 0 seu

estudo e caraterizacdo para tragcar um perfil do produto da regiéo.
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3 Materiais e métodos

3.1 Materiais

Foram realizadas as analises em 19 amostras de azeites Algarvios referentes
as safras de 2009/2010, 2010/2011 e 2011/2012. As amostras eram procedentes de
lagares da regido, armazenadas imédiatamente em frigorico, sendo 6 amostras
monovarietais (Picual, Mancanilha e Cobrancosa), 3 da safra de 2009/2010 e 3 da
safra 2010/2011. As demais amostras eram multivarietais de lagares publicos. Para

maior fiabilidade dos resultados, todas as analises foram realizadas em triplicado.

As amostras foram identificadas utilizando um conjunto de letras e nimeros
relacionados com lagar, a variedade e o ano de safra, como pode ser observado na
tabela 3.1.

Tabela 3.1: Identificacdo das amostras de azeite

Amostra Ano Cadigo
Almodoévar 2009 Al09
Cobrancosa 2009 Co09
Cobrancgosa 2010 Col0
Macanilha 2009 Ma09
Macanilha 2010 Mal0
Monchique 2009 MoQ9
Monchique 2010 Mo10
Olicer 0,7 2011 0117
Olicer 1 2011 0111
Pecoliva 0,8-0,9 2011 P118
Pecoliva0,6 2011 P116
Picual 2009 Pi09
Picual 2010 Pil0
Séo Bréas 0,6 2010 P106
Sdo Bréas 1 2009 P090
Séo Bras 2010 P101
Tavira 0,6 2010 0106
Tavira 1,3 2009 0090
Tavira 2010 0101
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3.2 Acidez (método titulimetrico)

O indice de acidez foi determinado de acordo com Regulamento EU N°
61/2011 da Comissédo Européia. Uma quantidade em massa de 20 g de azeite foi
pesada para um erlenmeyer de 250 mL, adicionando 100 mL de mistura dissolvente
(essa solucéo foi agitada manualmente) e 3 gotas de fenolftaleina. Procedeu-se a
titulagdo com NaOH 0,1N e o indice de Acidez foi calculado de acordo com a
equacao 1 abaixo.

_VxCxM
m

A

Eq. 1
onde:
V = Volume gasto na titulagéo (mL)
C = Concentracao de NaOH gasto (mol/L)
M = Massa de NaOH (g)
m = Massa de Amostra (g)

Equacéao 1: Calculo do indice de acidez

3.3 indice de Peréxidos

O indice de Peroxidos foi determinado de acordo com Regulamento EU N°
61/2011 da Comissédo Européia. Foi pesada rigorosamente uma massa entre 0,8 g e
1,2 g de cada amostra de azeite para um erlenmeyer com tampa de vidro. Essa
massa foi entdo dissolvida em 10 mL de cloroférmio, 15 mL de &cido acético glacial
e 1 mL de solugcéo saturada de iodeto de potassio, agitando manualmente por 1
minuto e em seguida levada a repouso no escuro por 5 minutos. Decorrido esse
tempo foram adicionados 75 mL de agua destilada e 3 gotas de cozimento de

amido, como indicador. Titulou-se com em seguida com uma solucéo de tiossulfacto
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de sbdio 0,01N, anotaram-se os resultados e o indice de peréxidos foi calculado

utilizando a equacéo 2 a seguir:

10xV

IP=

Eq. 2

Onde:
V = Volume de tiossulfacto de sddio 0,01N gasto na titulagéo (mL)
m = Massa da amostra de azeite em (Q).

Equacdo 2: Calculo do indice de Peréxidos.

3.4 Absorvéncia no ultravioleta

Este procedimento foi realizado de acordo com Regulamento EU N°61/2011
da Comissao Européia, para ensaios de absorvéncia no ultravioleta. Uma massa de
0,25 g de azeite foi pesada em um baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi
aferido com iso-octano. As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda
A=232 nm e A=270 nm para determinar os coeficientes K e as leituras nos
comprimentos de onda A =266 e A =274 para calcular a variacdo de absorvéncia

AK. Os valores foram calculados de acordo com a equacéao 3 abaixo:

Abs 232 Abs 270 K270
Ka3= 270= —_—
(CxS) (€xS) (K266+K274)/2

Eq.3
Onde:

K232 = Extingdo especifica a A =232 nm

K270 = Extingdo especifica a A =270 nm

AK = Extingéo especifica no comprimento de onda para a maxima absor¢cao em

torno de A =270nm

Abs. = absorvéncia medida para o comprimento de onda correspondente

35



D = Concentracao da solucéo (g/mL)
S = Percurso 6tico (cm)

Equacéo 3: Calculo de 4K37, , AKo70 € AK

3.5 Estabilidade a Oxidacao

A determinacao da estabilidade oxidativa foi medida de acordo com o método
proposto pela Sociedade Americana de Quimica do Oleo (AOCS Cd12 b-92) para
Rancimat. Este método basea-se na formag¢do de compostos mais polares do que
os triglicerideos do 6leo durante o aquecimento e consequente oxidagcdo. Estes
compostos sao arrastados pelo fluxo de ar para um tubo coletor com agua onde um
elétrodo mede a variacao de condutividade da solucéo (figura 3.1).

Foi pesada uma massa de 3 g de amostra no recipiente reator (2), o
recipiente foi colocado num dos vasos de aquecimento do equipamento (3),
procedeu-se a montagem das outras pecas para o funcionamento normal, foi
medido um volume de 60 mL agua mili-Q e transferido para o vaso coletor de
vapores (5). Para finalizar a montagem, os elétrodos (4), de sensibilidade
conhecida, foram acoplados a estes tubos e os valores das constantes de
calibragcédo foram estipuladas no programa do aparelho (6).

£ o

Figura: 3.1: Esquema de montagem do aparelho Rancimat
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O fluxo de ar (1) foi ajustado para 20 L/h e foi necessario um tempo de
espera de 20 minutos para estabilizacdo desse fluxo, a condutividade foi ajustada
para 100 uS/cm e as temperaturas de ensaio foram 140°,130°,120° e 110°C sendo a
variacdo de temperatura 3,7°, 3,6°, 3,4° e 3,3° C respectivamente. Apds ter sido
atingido o periodo de estabilizacdo, foram anotados os tempos de inducdo

calculados pelo equipamento.

A limpeza do equipamento foi realizada de forma a evitar residuos nos vasos

reatores e nos elétrodos.

3.6 Determinacao da atividade antioxidante: preparacdo da amostra

Preparacgdo da amostra:

A preparacdo das amostras foi realizada de acordo com uma variagédo do
método proposto por Murkovic et al., (2004). Os compostos polifenélicos foram
extraidos pesando uma massa de 3 g de azeite para um tubo de centrifuga e
adicionando 3 mL de solucdo 80 % metanol em agua (v/v). Essa mistura foi
submetida a um minuto de agitacdo vigorosa em vortex e para finalizar e favorecer a
separacao das fases, os tubos foram levados para centrifugacéo a 13500 rpm por 5
minutos.

A fase metanolica foi entdo removida e reservada, enquanto a fase lipidica foi
descartada. Esse procedimento foi realizado 3 vezes para cada amostra. O extrato
metanolico obtido foi utilizado para as determinagdes do teor em compostos
fendlicos totais, flavondides totais, antioxidantes totais (TOA), antioxidantes totais
pelo método DPPH e perfil dos compostos fendlicos, utilizando cromatografia

liquida.

3.7 Determinacéo colorimétrica do teor em compostos fendlicos totais

A determinacéo do teor em compostos fendlicos totais foi realizada de acordo
com o metodo descrito por Gutfinger et al., (1981). Foi medido 1 mL do extrato
metandlico para um baléo volumétrico de 10 mL, sendo adicionados 3 mL de agua

Mili-Q e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau, tendo a mistura sido deixada em
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repouso por 3 minutos. Entdo foram adicionados 1 mL de solucdo de Na,CO3 7,5%
(v/v). Depois de 5 minutos, essa mistura foi agitada e entdo o volume foi aferido
para 10 mL e armazenada ao abrigo da luz por um periodo de uma hora. Apos este
tempo a leitura foi realizada usando um espectrofotometro Hitachi U-2000 de duplo
feixe UV-Vis (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) a um comprimento de onda A=725 nm. A
curva de calibracédo foi construida utilizando solucfes padrdes de acido cafeico de
concentracdo na faixa de 0-10 mg/L e os resultados calculados e expressos em mg

de &cido cafeico por kg de azeite.

3.8 Determinacéo do perfil dos compostos fendlicos por Cromatografia
Liquida

A determinacdo do perfil de compostos fendlicos foi realizada utilizando o
equipamento de cromatografia liguida HPLC Jasco PU 2080 Plus, equipado com
detetor de array de diodos Jasco MD2015. Os eluentes A e B: eluente A &gua-
metanol-4cido acético a 93:5:2, v/v/v e eluente B metanol-acido acético, 98/2 v/v. Foi
ainda utilizada uma coluna de fase reversa Agilent C18 e o programa do fluxo dos
eluentes foi estipulado de acordo com os seguintes gradientes: de 0 a 5 minutos
100% A: 0%B, de 5 a 50 minutos 60% A:40% B, de 50 a 60 minutos 40% A:60% B,
de 60 a 65 minutos 25% A:75% B, 65 a 70 minutos 0% A:100% B, de 70 a 80
minutos 100% A:0% B. O fluxo foi de 0,6 mL por minuto. Os cromatogramas obtidos
foram analisados e comparados de acordo com os tempos de retencao obtidos com
as injecOes de padrfes. A concentragdo dos compostos fendlicos foi calculada por
recurso as equacdes das retas obtidas experimentalmente para cada padrao.

3.9 Determinacéo do teor de flavonodides totais

A determinagéo do teor de flavondides totais foi realizada de acordo com o
método proposto por Huang et al., (2005). Uma aliquota de 0,5 mL do extrato
metandlico foi medida para um tubo de ensaio e foi adicionado 1,0 mL de cloreto de
aluminio 2% em metanol. Essa solucao foi transferida para um local ao abrigo da
luz e o tempo de reacédo foi de 10 minutos. Apds o tempo de reacado a leitura foi

realizada em espectrofotometro no comprimento de onda A=430 nm. A reta de
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calibracéo foi construida com solucdes padréo de Quercetina com concentracdes na
faixa de 0-0,1 mg/mL, procedendo-se da mesma forma que para a amostra. Os

resultados foram calculados e expressos em mg de quercetina por kg de azeite.

3.10 Determinacédo do teor em antioxidantes totais (TOA)

A determinagé&o do teor em antioxidantes totais foi realizada de acordo com o
método por Ganesan et al, (2008). Foi medida para os tubos de ensaio uma aliquota
de 0,3 mL de cada extrato metandlico, sendo adicionados em seguida 3 mL da
solucéo reagente (0,6 M acido sulfarico, 28 mM fosfacto de sédio e 4 mM molibdato
de amonio). Um branco foi preparado da mesma forma que as amostras, utilizando
solvente no lugar do extrato. Os tubos de ensaio foram incubados em banho de
agua a 95 °C durante 90 minutos.

Solucdes padrdo de acido ascérbico de concentracdo entre 0-0,1 mg/mL
foram preparadas da mesma maneira que 0s extratos metandlicos, de modo a
serem usadas para construir a reta de calibragéo.

Foi realizada a leitura da absorvancia no comprimento de onda A=695 nm e

os resultados calculados e expressos em mg de acido ascorbico por kg de azeite.

3.11 Determinacéo do teor de antioxidantes totais pelo método do DPPH

Foram preparadas 5 diluicbes a partir da solugdo de extrato metandlico e
entdo medidos 0,1 mL de cada diluicdo para um tubo de ensaio e adicionado 3,9 mL
do radical DPPH 0,06 mM (previamente diluido em metanol). Os tubos foram
homogeneizados energicamente em vortex (Heidolph relax top, JP, Selecta,
Barcelona). Uma solugéo branco foi preparada usando 0,1 mL de uma solucdo 80%
metanol em agua. As amostras foram levadas para reacdo no escuro por 60
minutos. A leitura em espectrofotometro foi realizada no comprimento de onda

A=515 nm, sendo calculado o ICsg a partir da equacao da reta obtida.
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3.12 Evolucéao de Cor

A cor foi avaliada em termos de valores L*,a*,b*, com um colorimetro (Dr
Lange Spectro-colour, Berlin, Germany) no sistema Hunter (HunterLab, 2000). O
colorimetro foi calibrado contra um padréo de ceramica branca (X = 84.60, Y =
89.46 and Z = 93.85). O sistema Lab Hunter € um sistema de coordenadas
retangulares que define a cor em termos de luminosidade de preto versus branco

(L*), vermelho versus verde (a*) e amarelo versus azul (b*).

O parametro L indica a coordenada ndo cromatica desde O (preto) até 100
(branco), a" representa a coordenada horizontal que vai desde -80 (verde) até 80
(vermelha), b” representa a coordenada horizontal que vai desde -80 (azul) até +80

(amarelo).

Por se tratar de um liquido, foi utilizado um recipiente de vidro especial
fornecido junto com o equipamento. O volume foi preenchido até a marca no
pequeno cilindro de vidro, o equipamento acoplado e acionado o botéo para realizar

a leitura.

Para o ensaio de clorofilas e carotenodides foi utilizada a metodologia
proposta por Minguez-Mosquera et. al., (1991). Foi pesada uma aliquota de 7,5 g de
amostra e transferida para um baldo volumétrico de 25 mL. O volume foi aferido
com ciclohexano. A leitura foi realizada em espectofometro no comprimento de
onda A=670 nm para determinac¢do de clorofilas e A=470 nm para os carotendides,
sendo utilizados os coeficientes de extincdo molar 613 e 2000 M’*cm™
respectivamente para o calculo da concentracdo destes compostos, tendo o0s

resultados sido expressos em mg de pigmento/kg de azeite.
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4 Resultados e Discussodes

4.1 Acidez e indice de Peréxidos

A acidez e o indice de Peroxidos foram avaliados de acordo com
Regulamento EU N°61/2011 da Comiss&o Européia de Janeiro de 2011. Os valores
obtidos encontram-se na tabela 4.1 em que os valores de acidez estdo expressos

em gramas de 4cido oleico presentes em 100 gramas de azeite.

Tabela 4.1: Valores médios de Acidez e Indice de Perdéxidos. Os valores
representam a média e o desvio padréo de triplicados

Amostra Acidez % Ac. Oleico indice de
(9/100g azeite) Peroxidos
(Meq O./kg)

Al09 2,67 0,12 1,34 +0,06 23,92 =163
Co09 0,67 0,01 0,34 +0,00 16,30 *0,25
Col0 056 £0,01 0,28 0,00 10,68 +0,42
Ma09 0,70 +0,01 0,35 £0,00 11,36 *2,05
Mal0 0,67 0,01 0,34 +0,00 15,28 0,83
Mo09 3,23 0,03 162 0,01 18,72 =214
Mol0 2,69 0,01 1,35 £0,01 28,12 +0,86
0090 0,82 0,03 0,41 £0,02 15,77 +0,34
0101 2,70 0,02 1,35 £0,01 24,70 +1,03
0106 2,35 +0,01 1,18 +0,01 25,85 *0,86
0111 294 0,02 1,48 +0,01 36,20 1,00
0117 154 0,06 0,78 £0,03 36,47 =72

P090 1,37 £0,03 0,69 0,01 30,62 0,73
P101 2,35 £0,03 1,18 +0,01 3560 =+1,78
P106 2,20 £0,01 1,10 =+0,01 37,09 +1,71
P116 1,74 +0,03 0,87 £0,01 26,61 =+1,86
P118 2,05 0,06 1,03 £0,03 29,39 0,84
Pi09 0,68 *0,01 0,34 £0,01 7,86 +0,66
Pi10 0,63 +0,06 0,32 +0,03 9,16 0,07

Todas as amostras apresentam valores de acidez dentro dos valores
especificados na legislacdo Europeia (N° 61/2011), sendo que as amostras
monovarietais predonominam entre aquelas com valores para a classificacdo “extra

virgem”, pois todas as amostras apresentam valores de acidez <0,8 % de &cido
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oleico sendo que as amostras do Lagar Olicer 2009 e 2011 com 0,7° de acido

oleico e Pecoliva 2009 também apresentaram valores inferiores a este indice.

Todas as demais amostras apresentaram valores de acidez expressos em
percentagem de &cido oleico superiores a 0,8% Porém inferiores a 2% de &cido
oleico, valores estes que possibilitam a classificacdo dos mesmos como “azeites

virgens”.

Estes valores podem estar relacionados com o método e a finalidade dos
azeites extraidos. Enquanto que os monovarietais (provenientes de Moncarrapacho)
sdo extraidos de forma comercial com procedimento padronizado e controlado,
visando obter azeites de boa qualidade e valor agregado alto para venda, os azeites
dos demais lagares (publicos), sdo extraidos de forma artesanal e cada pequeno
agricultor pode trazer uma variedade de azeitona e em diferentes estagios de
maturacdo. O processo néo visa obter produtos comerciais de valor agregado alto e
dessa forma nao se obtém azeites com carateristicas uniformes. Uma parte desse
azeite fica para o lagar como forma de pagamento e dessa forma ocorre uma

grande mistura nos toneis de armazenamento.

A falta de controlo do indice de maturacdo das azeitonas também pode
explicar o grau de acidez mais elevado, pois durante o processo de maturacdo ha
um aumento progressivo da atividade de enzimas lipoliticas. Desde modo, pode-se
inferir a falta de conhecimento por parte dos pequenos agricultores quanto ao
momento da colheita, resultando portanto em azeites de elevada acidez (NP 903,
1987).

No tocante ao indice de peréxidos, 0 mesmo comportamento das amostras
foi observado, Porém as amostras monovarietais do lagar de Moncarrapacho ano
2009 (Picual, Mancanilha e Cobrangosa) e Olicer 2009 foram as unicas a apresentar
valores dentro do padréo estipulado pela legislacdo (valores em meq de O, <20), os
demais azeites analisados apresentaram valores acima de 20 meq (C. Europeia,
2011).

Os valores observados podem indicar falhas no método de extracdo, uma vez
gue valores de acidez elevados estdo relacionados com estado de maturacdo

avancado dos frutos, falta de condicbes ou periodo de armazenamento
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inadequadas, falta de controlo da temperatura durante a batedura, o que pode ter
favorecido o processo de degradacdo enzimatica e consequente oxidacdo dos
compostos presentes naturalmente na azeitona. Segundo Ranalli et. al., (2003), um
periodo prolongado de batedura provoca variagdes consideraveis na acidez, indice
de peréxidos e ainda variacbes mais significantes na concentracdo de pigmentos,

compostos fenolicos e volateis (Ranalli et al., 2003).

Vale salientar que as amostras das safras 2009 e 2010 se encontravam
armazenadas em frigorifico desde a época de colheita até ao momento das
andlises, enquanto que as amostras de 2011 foram prontamente analisadas, mas
ainda assim apresentaram valores acima do especificado na legislacdo. Nenhuma

amostra de azeite monovarietal da safra de 2011 foi analisado.

N&o foram observadas diferencas nos valores obtidos entre as safras e os
resultados obtidos ndo apresentavam tendéncias de aumento ou diminuicdo entre

diferentes safras mesmo durante o periodo de armazenamento.

Os azeites do lagar Olicer apresentaram um aumento de acidez entre a safra
de 2009 para a de 2011. O indice de peréxidos da safra 2009 foi o menor valor

apresentado entre os azeites analisados provenientes deste lagar.

Um comportamento contrario foi observado para o Lagar Pecoliva, pois 0s
azeites analisados das safras 2011 e 2010 apresentaram indices de peroxidos e

grau de acidez menores que a safra 2009.

Os resultados das andlises ao teor de acidez e peréxidos permite-nos dizer
gue ha uma ma informacédo dos agricultores em relagdo ao processo de extracdo de
azeite, tornando-se necessaria uma maior divulgacdo dos conceitos de qualidade e
eficiéncia de producdo aos pequenos agricultores. Esta acdo poderia favorecer o
desenvolvimento dos lagares da regidao, bem com estimular a producao local para

produtos de melhor qualidade e com maior rendimento.

4.2 Absorvéncia no Ultravioleta

Os valores de K3z, K270 € AK foram calculados de acordo com Regulamento

EU N°61/2011 da Comissdo Européia. Com os valores das absorvéncias obtidas
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espectrofotometricamente podem-se calcular os valores destes coeficientes que se

encontram na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Valores médios de Kasz, Ko7 € AK. Os valores representam a média e o
desvio padréo de triplicados

Kasz K 274 AK

Al09 1,948 + 0,024 0,161 + 0,003 0,002 +0,001
Co09 1,040 0,003 0,261 + 0,005 0,015 £0,002
Col0 0,975 £0,004 0,163 + 0,008 0,003 0,001
Ma09 1,020 +0,02 0,140 + 0,005 0,004 =*0
Mal0 1,048 + 0,002 0,146 + 0,007 0,006 0,001
Mo09 2,193 £0,028 0,130 + 0,006 0,003 +0,001
Mo10 2,475 +£0,038 0,134 0 0,005 0,001
0117 1,484 +0,013 0,141  +0,002 -0,001 0,001
O1l11 1,554 +0,011 0,158 0 0,005 0,003
P118 1,394 0,022 0,122 + 0,002 0,000 +0,001
P116 1,470 + 0,007 0,131 + 0,001 0,002 +0,002
Pi09 0,968 +0,017 0,131 + 0,002 0,004 +0,001
Pi10 1,022 +0,01 0,133 + 0,001 -0,016 +0,003
P106 2,108 *0,026 0,140 + 0,001 -0,004 +0,002
P0O90 2,127 +£0,017 0,139 + 0,002 0,000 0,002
P101 2,304 £0,029 0,154 + 0,003 0,000 £0,002
0106 0,154 0,002 0,119 + 0,003 -0,201 £0,003
0090 0,150 0,002 0,116 + 0,003 -0,196 +£0,003
0101 2,155 +£0,007 0,160 + 0,002 0,003 0,001

Leg. Azeite <25 <0,22 <0,01

Extra virgem

Leg. Azeite <2,6 <0,25 <0,01

Virgem

Apesar de algumas amostras nao apresentarem valores de indice de
peroxidos dentro dos valores estipulados pela legislagdo Europeia N° 61/2011 (C.
Europeia, 2011), todos os valores dos coeficientes Kz, K70 € AK estdo de acordo
com as normas legislativas (C. Europeia, 2011). Os valores ao final da tabela

indicam os valores estipulados pela legislacéo vigente.
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Apenas a amostra da variedade Cobrancosa da safra 2009 apresentou um
valor de K70 levemente superior ao estipulado pela legislacdo, o que indica que

houve uma libertacdo de produtos secundarios de oxidacéo.

De um modo geral a andlise dos resultados apresentados nas tabelas 4.1 e
4.2 levam-nos a concluir que apés o periodo de armazenagem refrigerada, todas as

amostras de azeite apresentavam uma boa qualidade.

A combinacédo de andlise dos resultados das tabelas 4.1 e 4.2, permite-nos
afirmar que o método de armazenamento das amostras foi adequado e nédo houve

degradacdo das mesmas durante o periodo de armazenagem.

N&o foram observadas tendéncias de diminuicdo ou aumento dos indices ao
longo dos diferentes anos de safra, pois cada conjunto de amostras apresentou
valores distintos sem correlacdo direta ao ano de colheita, indicando assim que as
variacbes dos compostos nas diferentes safras se justificam pelos diferentes
métodos de colheita, tempo de maturacdo e extracdo, bem como combinacdo de

variedades de azeitona utilizadas na producgéo do azeite.

Para avaliar a interrelacdo entre os parametros estudados, varios modelos
foram aplicados aos resultados obtidos utilizando o programa SPSS statistics 16,
como auxilio para compreender a dependéncia dos factores bem como a
significancia dos modelos adotados. Numa primeira fase, foram selecionados
parametros correlacionados e entre eles todas as hip6teses foram testadas, seja em
conjunto ou separados de modo a verificar os factores de maior influencia sobre as

variaveis independentes escolhidas.

O modelo foi aplicado para a variavel dependente K,3,, obtendo-se os valores
apresentados na tabela 4.3 a seguir. De acordo com a analise de regressao (tabela
4.3), pode-se verificar que este factor esta correlacionado com os valores de indice

de peroxidos e antioxidantes totais, com um grau de significancia de 99% (0,004).
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Coefficients(a)

Tabela 4.3: ANOVA para a variavel dependente Kzs»

Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients t Sig.
Model B Std. Error Beta B Std. Error
1 (Constant) 1,743 ,543 3,213 ,005
Peroxidos ,039 ,012 ,559 3,175 ,006
TOA -,004 ,002 -,460 -2,612 ,019

a Variavel dependente: Kas2

Esta andlise também € conclusiva no tocante a acdo destes, pois de acordo
com a regresséo linear pode-se confirmar que o indice de perdxidos tem um efeito
positivo sobre o valor de Ky3;; e o TOA tem um efeito negativo, ou seja, a
concentracdo de antioxidantes no azeite favorece a diminuicdo da formacéo de
compostos dienos conjugados, diminuindo assim o valor da absor¢cdo a 232 nm,
enquanto o indice de peréxidos aumenta este mesmo valor, o que condiz com o

esperado.

4.3 Estudo da Cor e Compostos de Cor

4.3.1 Parametros de Cor CIELAB L*, a*, e b*

Para este trabalho foi realizada a determinacdo das coordenadas de
cor parametro L', que indica a coordenada ndo cromética desde O (preto) até 100
(branco), a” que representa a coordenada horizontal que vai desde -80 (verde) até
80 (vermelha) e b" que representa a coordenada horizontal que vai desde -80 (azul)
até +80 (amarelo) (Moyano et al., 2008).

Os azeites da regido Algarvia sdo muito procurados para corrigirem a cor de
azeites mais claros, produzidos na regido norte do pais. Devido aos indices solares
da regido Algarvia, as plantas produzem uma maior concentracdo de compostos de
protecdo, os quais normalmente sdo compostos de cor (clorofilas e carotenos)

sintetizados pelas plantas em situacdo de stress luminoso e servem como protecéo
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da radiacdo ultravioleta para as componentes essenciais as células das plantas,

principalmente o DNA (que sofre mutacdes em presenca de radiacdo UV).

Observando a tabela 4.4 pode-se verificar que os valores de L* das amostras
analisadas, como era de se esperar, apresentaram valores que variam de 29,81 a
37,97. Dentro da escala de cor estes resultados indicam azeites de coloracdo mais

escura.

Tabela 4.4: Parametros de Cor CIELAB L*, a*, e b*. Os valores representam a
meédia e o desvio padrado de triplicados

Amostra L* a* b*

Al09 30,22 10,45 -1,25 #0,06 8,94 10,63
Co09 34,72 10,17 -1,80 #0,19 5,78 10,22
Col0 36,87 0,19 -1,95 +0,05 4,67 40,25
Ma09 36,97 40,28 -2,49 #0,07 7,68 +0,11
Mal0 37,97 20,29 -2,94 +0,03 9,00 20,02
MO09 31,23 +0,09 -1,33 #0,14 8,13 10,17
MO10 32,40 0,21 -1,52 +0,05 6,19 0,28
0090 30,99 10,36 -1,08 *0,08 9,26 0,52
0101 30,95 0,16 -1,50 +0,05 8,05 0,55
0106 30,40 0,13 -1,46 0,11 8,14 0,29
0111 35,01 0,02 -2,88 +0,05 10,96 40,03
0117 36,06 0,11 -3,10 #0,03 11,60 0,18
P090 30,07 0,26 -1,01 #0,17 8,56 0,58
P101 30,01 0,15 -1,31 #0,19 8,06 0,41
P106 29,81 0,51 -1,22 10,05 7,99 0,47
P116 34,85 0,05 -2,61 0,09 11,36 0,19
P118 34,79 0,04 -2,66 *0,10 11,69 0,20
Pi09 36,77 0,06 -3,00 0,11 11,06 0,11
Pi10 36,51 0,69 -291 0,14 13,03 #1,31

Com relagédo a coordenada a* os valores obtidos variaram entre -3,10 até -1,0
(tabela 4.4). Estes valores indicam que os produtos se encontram dentro da faixa do
verde, enquanto que a coordenada b* apresentou valores positivos entre 4,67 e
13,03, ou seja, na faixa no amarelo, valores estes coerentes com a coloracdo verde-

amarelada apresentada pelos azeites analisados.

Esta composicéo de coordenadas encontra-se de acordo com o esperado,
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visto que os azeites do Algarve possuem uma coloracdo escura que varia entre o

amarelo e o verde.

4.3.2 Clorofilas e Carotenéides

A gquantificagdo de clorofilas e carotendides foi realizada de acordo com o
método espectrofotométrico sugerido por Minguez-Mosquera et al.,, (1991). Os
valores da Tabela 4.5 foram calculados utilizando a lei de Lambert e Beer, de
acordo com a equacdo A= c X b x g onde A é o valor de absorvéncia lido no
espectrofotometro, ¢ a concentracdo a ser calculada, b o persurso 6tico e € o
coeficiente de extincdo molar. A concentracdo foi entdo calculada em mg de

clorofilas ou carotendides por kg de azeite.

Tabela 4.5: Concentragdo média de Clorofilas e Carotendides. Os valores
representam a média e o desvio padréo de triplicados

Amostra Clorofilas (mg/kg) Carotendides (mg/kg)
Al09 9,66 0,21 4,51 +0,07
Co09 1,54 +0,06 0,85 #0,03
Col0 2,06 0,01 1,15 0,00
Ma09 2,47 +0,67 1,06 +0,25
Mal0 2,15 +0,01 1,01 +0,00
Mo09 3,30 +0,49 1,76 +0,14
Mo10 3,25 +0,19 1,79 0,22
0090 3,88 +0,08 2,07 +0,04
0101 5,22 +0,05 2,19 +0,02
0106 8,60 +0,44 3,23 #0,14
0111 5,69 +0,20 2,37 +0,06
0117 8,66 +0,33 4,26 0,13
P090 5,65 +0,07 2,24 +0,03
P101 5,37 +0,28 2,13 #0,13
P106 4,81 +0,32 1,77 +0,13
P116 5,13 +0,26 2,49 +0,20
P118 4,81 +0,08 2,30 +0,05
Pi09 2,42 40,79 1,41 +0,23
Pi10 2,73 0,01 1,93 10,01
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A andlise dos pigmentos de cor, clorofilas totais e carotendides (tabela 4.5),
permitiu um maior esclarecimento sobre o teor de compostos de cor presentes nas
diferentes amostras de azeite, bem como a sua relagdo com a intensidade de cor, o

gual se encontra mais desenvolvido a seguir.

A amostra que apresentou um maior teor de clorofilas totais e carotendides
totais foi a proveniente de um produtor de Almodovar da safra 2009 (Al09), com
valores de 9,66 mg/kg e 4,51 mg/kg respectivamente. A amostra que apresentou
0s menores valores foi a monovarietal Cobrancosa 2009 (Co09) com teores de 1,54
mg/kg de clorofilas e 0,85 mg/kg de carotendides. Verificou-se ainda uma tendéncia
de menores concentracdes destes pigmentos para as amostras de azeites
monovarietais, sendo que todas as amostras apresentaram valores de concentracao
de clorofilas totais inferiores que 3,0 mg/kg e valores de concentracdo de
carotenoides totais inferiores a 2,0 mg/kg.

De entre as amostras de misturas, a amostra de Monchique apresentou 0s
menores teores de clorofilas totais, 3,30 mg/kg para a safra de 2009 (Mo09) e 3,25
mg/kg para a safra de 2010 (Mo10). De recordar aqui que a regido de Monchique é
uma regido montanhosa e consequentemente de temperaturas inferiores as demais

regides do Algarve.

De forma geral as amostras provenientes dos lagares publicos Olicer e
Pecoliva (mistura de variedades) apresentaram altos teores de ambos o0s

compostos.

Segundo Matos et al., (2007) o teor de pigmentos de cor decresce com 0
indice de maturacéo dos frutos. Os valores iniciais de clorofilas totais apresentados
por ele sdo em média de 25 mg/kg a 30 mg/kg iniciais até 2 mg/kg a 5 mg/kg em
estagios mais avancados. O baixo teor de compostos de cor condiz com o resultado
obtido para a acidez, no qual se evidencia um estagio de maturacéo elevado, devido
ao alto valor de acidez apresentado pelas amostras, podendo-se inferir portanto que

as azeitonas foram colhidas num estagio ja avancado de maturacéo.

Estes resultados veem a confirmar a necessidade da implementacdo de um

programa para maior esclarecimento junto dos produtores locais, em termos de
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metodologias de plantacéo e colheita, bem como pos-colheita e producao, ajudando

deste modo a aumentar a produtividade e a qualidade dos produtos locais.

Analise Estatistica

De acordo com o resultado obtido para regressao linear (tabela 4.6) verifica-
se que a variavel independente Clorofila apresenta uma relacdo linear com os
parametros de cor L* variacdo entre uma coloragdo mais escura e uma coloracao
mais clara) e a* (variagdo de valores negativos de a* correspondem a cores mais
verdes e positivos de a* correspondente a cores mais vermelhas) com significancia
de 0,006, mas ndo possui relacao significativa com o parametro b* (variacdo entre

coloracéo azul e amarelo para valores negativos a positivos de b*).

Tabela 4.6: ANOVA para a variavel dependente Clorofilas

Coefficients(a)

Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients t Sig.
Model B Std. Error Beta B Std. Error
1 (Constant) 39,078 8,142 4,799 ,000
L -1,247 ,302 -1,544 -4,124 ,001
a -3,641 1,159 -1,177 -3,142 ,006

a Variavel dependente: teor de clorofilas

Por outro lado, verificou-se que para a concentracdo de carotendides (tabela
4.7) as coordenadas L* e b* estdo correlacionadas significativamente a 0,02 ou seja
98%, segundo a analise ANOVA. Esta analise estd de acordo com os resultados
obtidos por Moyano et al. (2008), no qual uma correlacao similar foi identificada num
estudo onde a coordenada b* apresentava melhor ajuste quando relacionada com a

concentragdo de carotenoides dos azeites analisados.
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Coefficients(a)

Tabela 4.7: ANOVA para a variavel dependente carotendides

Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients t Sig.
Model B Std. Error Beta B Std. Error
1 (Constant) 5,727 2,235 2,562 ,021
L -,170 ,069 -,502 -2,477 ,025
b ,234 ,091 ,520 2,565 ,021

a Variavel dependente: Teor de carotendides

4.4 Antioxidantes Totais

A produgdo de radicais livres & controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, sendo a maior componente proveniente da dieta
alimentar. Dentre eles encontram-se o0s tocoferois (vitamina E), acido ascorbico
(vitamina C), polifenois e carotendides, entre outros. A vitamina C tem muitas
funcgdes fisioldgicas, entre elas, o elevado poder antioxidante e de reciclar a vitamina
E, sendo que estas duas vitaminas em conjunto, apresentam um efeito sinérgico na

protecdo antioxidante (Sousa et al., 2007).

A analise do poder antioxidante total, portanto, € de muita utilidade, seja no
tocante a conservacdo do produto em si, aumentando dessa forma o seu tempo de
vida atil, bem como agrega um elevado valor nutricional ao produto, beneficiando a

saude dos consumidores e evitando iniUmeras doengas.

Azeites extra-virgem s&o ricos em compostos fendlicos. Os flavondides e os
acidos fendlicos fazem parte do grupo de polifendis mais importantes para a

nutricdo humana (Ryan & Robards, 1998).

Na andlise do teor de antioxidantes totais, busca-se elucidar o poder
antioxidante do produto analisado, sendo o seu teor expresso em mg de acido

ascorbico por kg de azeite.

No respeitante aos azeites monovarietais, verifica-se que os da variedade
Cobrancosa apresentavam, em 2009 (Co09) um valor de 289,42 mg/kg e em 2010
(Co10) de 201,42 mg/kg, enquanto que para os da variedade Macanilha se
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obtiveram valores de 243,38 mg/kg (Ma09) e 253,37 mg/kg (Mal0). Estes valores
foram respectivamente semelhantes ou inferiores aos observados para a variedade
Picual, com 340,79 mg/kg (Pi09) e 312,27 mg/kg (Pil0) (tabela 4.8).

Tabela 4.8: Atividade Antioxidante Total expressa em mg de &cido ascorbico
presentes por kg de azeite. Os valores representam a média e o desvio

padrao de triplicados

Amostra Atividade (mg/kg)
Al09 220,54 +5,15
Co09 289,42 +15,02
Col0 201,42 +10,56
Ma09 243,38 #13,40
Mal0 253,37 12,65
Mo09 214,36 +3,81
Mo10 205,38 +16,41
0090 525,01 9,28
0101 247,82 123,94
0106 265,76 27,74
0111 300,31 +6,45
0117 320,67 +17,07
P090 298,02 +13,60
P101 307,30 +33,78
P106 282,13 +10,05
P116 390,24 +24,51
P118 383,93 +33,93
Pi09 340,79 +18,43
Pi10 312,27 22,90

4.5 Flavonoides Totais

O grupo quimico dos flavonoides é extenso, sendo subdividido em 7 classes.
Possui atividades benéficas a saude, destacando-se a prevencdo de doencas
degenerativas devido a sua capacidade anti-oxidante. Segundo Vinha et al., (2005),
flavondides livres aparecem no final do estagio de maturagdo como uma
consequéncia do processo hidrolitico.

A tabela 4.9 mostra-nos os resultados obtidos para a concentracdo de

flavondides totais presentes por kg de azeite expressos em mg de Quercetina.
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Todos os azeites analisados apresentaram baixos teores de compostos
flavonoides, com uma variacdo entre 2,29 mg/kg de azeite (Ma09) e 5,94 mg/kg
(Olicer 09), comparados com o total de polifenois encontrados no azeites, segundo
Kotsiou et al., (2011) o teor de flavondides em azeites ocorre em pequenas

guantidades.

Tabela 4.9: Flavonoides totais expressos em mg de Quercetina presentes por kg de
azeite. Os valores representam a média e o desvio padréo de triplicados

Amostra Flavondides mg/kg
Al09 2,43 10,34
Co09 592 +2,09
Col0 3,44 0,16
Ma09 2,29 10,19
Mal0 2,40 10,08
Mo09 2,89 10,23
Mo10 2,74 0,31
0090 594 +0,65
0101 3,39 10,27
0106 3,51 +0,21
0111 2,63 0,53
0117 506 +0,71
P090 3,58 0,17
P101 3,73 10,18
P106 4,00 #0,07
P116 3,71 0,47
P118 3,57 0,88
Pi09 3,06 0,41
Pi10 3,77 0,12

Para esta analise ndo se verificou nenhuma tendéncia de comportamento
entre as amostras monovarietais. Os valores encontram-se dentro da mesma ordem
de grandeza e ndo houve aumento ou decréscimo consideravel em relagcdo aos

diferentes anos de safra.

Ensaios realizados neste mesmo laboratorio com azeites croatas apresentam
teores de flavondides entre 6,1mg/kg a 8,1mg/kg, valores proximos aos azeites

algarvios, apesar de consideravelmente superiores (Crnko, 2012).
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A amostra Cobrancosa ano 2009 (Co09) foi a que apresentou uma maior
concentracdo destes compostos, com um valor de 5,92 mg/kg. A variedade
Magcanilha do mesmo ano (Ma09) apresentou a menor concentracao, 2,29 mg/kg . A

amostra Picual apresentou valores intermédios.

Para as amostras multivarietais, as amostras das safras de 2009
provenientes de ambos os lagares apresentaram concentracfes maiores do que as
das safras de 2010 e de 2011. Segundo Luna & Aparicio (2002), os factores
climaticos afetam a concentragéo do perfil de compostos do azeite. Podemos induzir
entdo, que associado aos resultados das demais analises, as alteracbes da
composicdo das amostras da colheita de 2009, como sendo um factor sazonal que

pode ter provocado uma maior concentracao de compostos.

4.6 Compostos Fendlicos

Segundo Nissiotis et al., (2002), o azeite virgem apresenta normalmente uma
concentracdo de fendis na faixa de 50 mg/kg a 1000 mg/kg, sendo que, como ja
citado, estas variacdes estdo relacionadas com diversos factores de cultivo e
extracdo, como a variedade da oliveira, regido, estagio de maturacéo, etc.

As andlises dos compostos fendlicos foram realizadas a partir da extragdo em
solucao metanolica. A identificacdo e quantificacdo dos compostos foi possivel pela
utilizacdo da técnica de HPLC, assim como o teor total foi realizada por método

espectrofotométrico.

Os resultados destas analises podem ser verificados nas tabelas que se
encontram nos subitens 4.6.1 e 4.6.2. O foco deste ensaio é identificar e quantificar
0s compostos fendlicos presentes nos azeites produzidos na regido, de modo a
poder ser o inicio de um processo para verificar se o azeite regional Algarvio possui

alguma especificidade em relacdo aos produzidos nas demais regidées do pais.

54



4.6.1 Determinacao do teor em compostos fendlicos totais

Seguindo o método proposto por Gutfinger (1981), a concentracdo de
compostos fendlicos totais foi determinada por método espectrofotométrico,
calculada por recurso a uma curva de calibragdo, utilizando como padrdo o &cido
cafeico. Os resultados apresentados na tabela 4.10 estdo expressos em mg de

acido cafeico por kg de azeite

Tabela 4.10: Concentracdo de compostos fendlicos totais expressa em mg de acido
cafeico presentes por kg de azeite. Os valores representam a média e o
desvio padréo de triplicados

Amostra Compostos Fendlicos
ma/kg

Al09 190,85 +38,62
Co09 270,59 +16,02
Col0 212,34 +3,00

Ma09 231,28 14,33

Mal0 243,42 26,40
Mo09 202,12 +39,33
Mo10 195,55 47,25
0090 516,75 11,64
0101 235,81 44,97
0106 254,13 +12,02
0111 307,47 450,88
0117 320,10 +39,86
P090 213,72 +15,58
P101 377,24 +30,82
P106 314,47 451,63
P116 389,29 +33,51
P118 380,41 +29,91
Pi09 325,17 +13,10
Pi10 296,80 116,14

Diversos autores reportam estudos da quantidade total de compostos
fendlicos em azeites de diversas regiées do Mediterraneo (Tura et al., 2007; Benito
et al., 2012). Pode-se verificar que a concentracéo destes compostos varia entre 50

mg a 900 mg de acido cafeico por kg de azeite.
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As amostras analisadas apresentaram valores entre 190,00 mg/kg e 516,75
mg/kg, com um valor médio de 288,29 mg/kg. Estes valores encontram-se dentro da
média reportada em outras publica¢c6es. Segundo Tura et al., (2007) em seu estudo
sobre azeites italianos verificou-se uma média de 233,3 mg/kg (variacao entre 55,4 -
615,5 mg/kg) e Ryan & Robards (1998) citam uma média geral de 350 mg/kg para
azeites virgens.

Dentre as amostras monovarietais, a variedade Picual apresentou o melhor
resultado, sendo Pi09 com 325,17 mg/kg e Pi10 296,80 mg/kg. Estes valores estdo
abaixo daqueles encontrados por Luna & Aparicio (2002) em azeites espanhdis da
mesma variedade, 483 mg/kg, mas ainda assim apresentam valores expressivos e
dentro da média encontrada na literatura.

A amostra multivarietal O090 apresentou a maior concentracdo dentre todas
as amostras, 516,75 mg/kg, valor este que contribui para a sua maior estabilidade a
oxidacao (observado nas analises de Rancimat, em 4.7).

A amostra de Almodovar teve a menor concentragao, 190,85 mg/kg, vale
salientar aqui que este produtor se encontra situado na regido do Alentejo.

4.6.2 Perfil de Compostos Fendlicos

Dentre os polifendis encontrados no azeite, destacam-se o acido cafeico, o
acido vanilico, p-coumarico, siringico e p-hidroxi benzoéico, o 3-hidroxifenil etanol
(tirosol) e o 3,4-dihidroxifenil-etanol (hidroxitirosol). Desde que foi constatado que o
perfil de compostos fendlicos em azeites difere muito de uma regido para outra,
estes tornaram-se alvo de pesquisas (Gutfinger, 1981).

A pesquisa do perfil de compostos fendlicos correspondentes a uma regiao
faz parte do processo para obter a certificacdo de registo de denominacédo de
origem protegida (DOP). Os compostos fendlicos estéo relacionados com a origem
e historia do azeite, pois cada variedade ou mistura apresenta carateristicas Unicas.
Segundo Vinha et al., (2005), de acorodo com um estudo realizado com azeites
portugueses de diferentes regides, estes apresentam diferencas na composi¢cado do
perfil de compostos fenolicos. A analise do perfil dos compostos fendlicos serve

para provar a autenticidade do azeite proveniente de cada regiao.

56



Os ensaios realizados com os azeites algarvios foram efetuados de forma
minuciosa dentro dos padrdes estabelecidos num projeto vigente do laboratério, em
conjunto com a Universidade de Huelva (Espanha) e o Instituto Politécnico de Beja
(Alentejo). Os resultados obtidos foram calculados através de retas de calibragdo na
gual foram injetados todos os padrdes, ou seja, todos os fendis identificados estéo
relacionados com padrfes injetados de forma Unica, ou mesmo em conjunto, para
verificar a influéncia da matriz, diminuindo dessa forma os erros na determinacéo
dos valores dos tempos de retengao.

Os tempos de retencdo relativos e o calculo em relacdo ao tempo de
retencdo do acido galico, encontram-se na tabela 4.11. Com os tempos de retencao
tabelados e as retas de calibracdo foi entdo possivel identificar e calcular a
concentragdo dos fendis presentes nas amostras analisadas, valores estes

presentes nas tabelas 4.12 e 4.13.

Tabela 4.11 Tempo de retencao relativos dos compostos fendlicos (em minutos). Os
valores representam a média e o desvio padréo de triplicados

Composto Tempo Ret. Relativa
(minutos)

Acido Galico 10.320 1
Ruteina 63.840 6,19
Luteolina 60.267 5,84
Acido Cafeico 58.453 5,66
Hidroxitirosol 66.853 6,48
Oleuropeina 67.480 6,54
Acido Ferulico 73.653 7,14

A analise do perfil de compostos fendélicos pode ser de grande valia para uma
regido, quando se espera obter uma certificacdo DOP. Entretanto, a influéncia de
um factor s6 pode ser avaliada quando os demais factores se mantém constantes, o
gue ndo ocorre com 0s azeites multivarietais. Isto fica muito claro quando
observamos os perfis de compostos fendlicos apresentados por eles: as
concentragfes variam muito de uma amostra para outra, sendo impossivel tracar

um padrao entre elas.

57



Fendis hidrofilicos totais e a forma oleosidica do 3,4-dihidroxifeniletanol

(hidroxitirosol) estdo bem correlacionadas com a estabilidade oxidativa dos azeites

virgens (Ryan & Robards, 1998). Segundo Vinha et al. (2005), azeites ricos em

oleuropeina e hidroxitirosol

apresentam maior resisténcia a oxidagdo, dois

compostos que apresentam forte protecdo contra auto-oxidacdo e termo-oxidacao

de azeites.

Tabela 4.12: Perfil dos compostos fendlicos das amostras analisadas em mg por kg
de azeite. Os valores representam a meédia e o desvio padrdo de

triplicados
Amostra  Acido Galico Acido Cafeico Luteolina Ruteina

ALO9 506 +£0,02 2,07 £0,37 17,17 2,72 26,73 1,44
Co09 517 +1,59 259 +0,70 20,51 +0,81 18,43 +1,76
Col0 523 £0,35 528 +£0,23 24,52 +0,40 7,28 +1,38
Ma09 406 1,47 484 +3,77 23,66 +3,75 11,93 +1,43
Mal0 447 +0,35 2,16 +£0,60 11,17 +1,01 7,69 +1,96
Mo09 493 1,44 3,38 +£0,28 19,50 +6,13 9,70 3,35
Mo10 548 +£0,29 12,69 +1,32 24,11 + 3,47 11,07 +1,34
0090 536 +0,96 6,40 +2,03 20,71 +1,40 20,65 +3,95
0101 536 +0,18 8,17 £0,95 17,66 0,70 21,21 6,08
0106 447 0,21 482 257 23,85 +9,83 9,66 +0,51
0111 528 +£1,36 13,97 + 8,82 18,70 +2,12 6,87 £0,7

0117 508 +1,86 433 1,96 17,25 0,62 19,25 +1,15
P090 3,35 £0,28 6,85 £0,20 32,06 +9,08 20,32 +5,27
P101 511 +£1,39 565 +£0,16 18,26 +1,69 11,08 +2,74
P106 548 +£1,00 750 £2,06 17,17 5,62 16,91 4,82
P116 4,29 0,47 293 +0,10 16,91 0,01 28,38 +£6,5

P118 7,05 +£1,06 6,67 +2,71 32,08 5,88 17,72 4,62
Pi09 4,42 +0,07 9,82 +£0,25 18,84 +0,92 11,20 +1,48
Pi10 6,62 +£1,32 8,14 + 3,86 20,55 +4,53 9,72 0,63
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Tabela 4.13: Continuacdo do perfil dos compostos fendlicos das amostras
analisadas em mg por kg de azeite. Os valores representam a
meédia e o desvio padrao de triplicados

Amostra  Hidroxitirosol Oleuropeina Acido Ferdlico Total

ALO9 14,87 6,39 45,26 +19,2 16,32 +1,80 127,49 +31,94
Co09 36,80 *+12,71 59,48 +3,21 11,66 +2,39 154,64 =*23,17
Col0 19,83 +3,80 67,07 +3,43 9,86 1,34 139,08 +10,93
Ma09 6,29 +2,65 891 +2,08 12,33 +0,86 72,01 +16,01
Mal0 9,19 +2,09 49,09 +9,85 7,27 +1,07 91,05 +16,93
Mo09 791 +1,72 29,17 +8,16 485 +0,83 79,44 +191

Mol0 3590 +11,53 15,14 +7,27 13,19 +2,58 117,57 +27,80
0090 6,94 +1,12 22,42 *0,75 13,82 +4,06 96,30 =+ 14,27
0101 13,21 +2,40 74,28 +6,51 591 +0,56 145,78 +17,38
0106 493 +3,84 36,09 +2,88 16,71 +2,29 100,54 *22,13
0111 26,33 +2,45 49,61 +3,98 7,03 *0,48 127,79 +19,91
0117 8,67 8,15 46,07 +10,51 9,60 *0,90 110,25 =*25,15
P0O90 4,51 +247 21,77 +14,04 10,39 +1,27 99,25 + 32,61
P101 6,99 +6,37 69,83 1,70 10,17 + 3,08 127,09 *=17,13
P106 14,90 +5,06 78,88 + 19,58 551 0,89 146,35 =+ 39,03
P116 14,07 +3,98 59,18 +10,68 18,62 *0,41 144,39 =*22,15
P118 43,12 +10,79 43,85 *8,82 7,13 +1,80 157,62 + 35,68
Pi09 3,06 +0,46 60,48 =+6,28 8,04 2729 115,86 =*11,75
Pi10 7,21 +3,06 69,24 + 27,45 8,62 +0,05 130,09 40,90

Nas amostras analisadas pode-se verificar que juntos, oleuropeina e
hidroxitirosol, representam em meédia 50% do total dos compostos fendlicos
encontrados nas amostras, porém nenhuma relacao linear foi obtida em relacdo ao
poder antioxidante total ou ao periodo de inducédo dos azeites analisados.

De entre as amostras monovarietais, a Mancanilha foi a que apresentou o
menor teor dos compostos analisados. A amostra Ma09 apresentou 0 menor teor,
sendo 6,29 mg/kg de tirosol e 8,91mg/kg de oleuropeina de um total de 72,01
mg/kg; a amostra Mal0 apresentou também um teor baixo de hidroxitirosol, 6,29
mg/kg mas apresentou um bom resultado de oleuropeina 49,09 mg/kg de um total
analisado de 91,05 mg/kg. As amostras da variedade Picual apresentaram valores
intermedios, Porém apresentaram os menores teores de hidroxitirosol, 3,06 mg/kg
para Pi09 e 7,21 mg/kg para Pil0, sendo os valores de oeuropeina superiores aos
demais, 59,48 mg/kg Pi09 e 69,24 mg/kg Pil0 dos totais de 115,86 mg/kg para a
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amostra de 2009 e 130,09 mg/kg para 2010. Por consequéncia, a amostra
Cobrancosa apresentou os maiores teores totais, sendo 154,64 mg/kg (2009) e
139,08 mg/kg (2010) e os valores de hidroxitirosol 36,80 mg/kg (2009) e 19,83
mg/kg (2010) e oleuropeina 59,48 mg/kg (2009) e 67,07 mg/kg (2010).

Para as amostras de azeites multivarietais, os maiores teores foram
apresentados pelas amostras P106 (146,35 mg/kg), P118 (157,62 mg/kg) do lagar
Pecoliva e 0101 (145,78 mg/kg) do lagar Olicer.

Os compostos fendlicos presentes em azeites, por serem solGveis em ambas
as fases, podem ainda variar quando no momento de extracdo, na separacao Oleo-
agua, uma parte dos compostos fendlicos sdo separados junto com a agua retirada
pela centrifugacdo. Quanto maior o teor em agua no 6leo, maior serd a perda
(Benito et al., 2012).

4.7 Tempo de Inducao (Rancimat)

O aparelho Rancimat foi o primeiro a utilizar a medicdo da condutividade
elétrica para determinar o tempo de inducdo de produtos. O programa introduzido
no instrumento calcula-o automaticamente e reproduz de forma gréafica e numérica,

por meio de uma impressora, o valor ja calculado.

Em sintese, o aparelho procede a leitura automatica no tempo da
condutividade e regista-a na forma grafica. Duas retas sdo assim construidas,
matematicamente paralelas, correspondentes ao periodo inicial (estavel) e final (de
aumento rapido da condutividade). O ponto de intersecdo destas retas corresponde
entdo ao tempo de inducdo da amostra. Valores menores indicam estabilidade e
valores superiores a oxidacdo rapida e degradacdo do produto analisado (figura
4.1). No azeite os principais acidos volateis resultantes da composi¢do oxidativa e
gue aumentam a condutividade elétrica sdo os acidos formico, acético e caproico
(Antoniassi, 2001).
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Figura 4.1: Célculo do tempo de inducao (Pl periodo de inducéo)

Para este trabalho foram realizados os ensaios as temperaturas de 110, 120,
130 e 140 °C, de modo a obter as equacdes de reta (que estdo representadas nas
figuras 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5) e poder calcular o tempo de vida util dos produtos quando

armazenados a 15 e 18 °C.

Tempo de Indug¢ao dos azeites
150 y =-9.964In(x) + 133.89 @ Mo09
R?=0.9646
140 P y =-11.16In(x) + 139.43 WAI0O9
R?=0.989
y= -10.212In(x) +136.96  , 5000
& 130 R?=0.9875
g
2 y=-10.68In(x) + 137.49  wp101
S 2 =
é’. 120 0.99
° y =-9.818In(x) + 149.19 y 5090
R? =0.8997
110 Ty = 1133In(x) + 139,67 0106
R?=0.9912
100
0.5 5 50
Tempo de indugdo (h)

Figura 4.2: Variacao do valor do Tempo de Inducdo com a temperatura para
amostras de azeites da colheita de 2009 e 2010
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Tempo de Indugao azeites 2009
150
140 y =-13.81In(x) + 145.35
R? = 0.9575 ¢ Co09
&
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£
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g 120 ¢ R*=0.98
&
110 y =-10.94In(x) + 126.91
R?=0.9991 Ma09
100
0.5 5 50
Tempo de Indugdo (h)
Figura 4.3: Variacado do valor do Tempo de Indugcédo com a temperatura para
amostras de azeites da colheita de 2009
= . y=-11.19In(x) + 128.87  + Mo10
Tempo de Indugao azeites 20,5569
150 y=-10.96In(x) +128.17 =0101
R?=0.9421
y =-12,18In(x) + 129,06 P106
R?=0,99
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y=-11.34In(x) + 142.73 @ Pi10
R?=0.9947
y =-13.55In(x) + 138.73 Mal0
R*=0.9566
100
0.5 Tempo de indugao (h) 50

Figura 4.4: Variacao do valor do Tempo de Indugéo com a temperatura para
amostras de azeites da colheita de 2010
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Tempo de Indugao azeites
150
= -11.52In(x) + 138.49
140 Y
0 R? = 0.9986 P118
g 130 y =-11.64In(x) + 136.51
% R?=0.9967 0117
2 120 y =-11,06In(x) + 130,32
§ R? = 0,9662 P116
110 y =-12,87In(x) + 133,82
R? = 0,9864 0111
100
0.5 5 50
Tempo de indugao (h)

Figura 4.5: Variacédo do valor do Tempo de Indugcédo com a temperatura para
amostras de azeites da colheita 2011

Com os valores de retas obtidos pelos graficos foi possivel estimar o tempo
de prateleira (anos) das amostras analisadas. Estes valores encontram-se na
tabela 4.14.

De acordo com a tabela 4.14 pode-se observar que entre as amostras
analisadas de azeites monovarietais, as amostras da variedade Picual
apresentaram o maior tempo de vida util, sendo 5,4 e 6,6 anos para a temperatura
de armazenamento de 15 °C, as amostras de Macanilha apresentaram valores 2,6 e
1,6 anos e Cobrancosa 1,6 e 4,1 (para as producdes de 2009 e 2010
respectivamente).

A amostra Olicer de 2009, apresentou um elevado tempo de armazenamento
para ambas as temperaturas. Pode-se verificar também que a mesma amostra
contem teores elevados de compostos fendlicos, antioxidantes totais e um valor de
ICso (a apresentar no préximo capitulo) superior &s demais amostras analisadas. Os
valores apresentados s&o superiores a 4 vezes o valor das demais amostras. Nao
existe evidencia de erros analiticos, uma vez mais as analises apresentaram valores
dissemelhantes.
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Tabela 4.14. Tempo de prateleira (shelf-life) dos azeites analisados, quando
armazenados as temperaturas de 15 °C e 18 °C, expressos em
anos

Amostra 15°C  18°C R?
(anos)  (anos)

Al09 5,3 4,1 0,989
Co09 1,6 1,3 0,958
Col0 4,1 3,2 0,962
Ma09 2,6 2,0 0,999
Mal0 1,6 1,3 0,876
Mo09 7,9 6,0 0,965
Mo10 3,0 2,3 0,995
0090 98,5 72,5 0,900
0101 3,5 2,6 0,942
0106 6,9 5,3 0,991
0111 15 1,2 0,986
0117 3,9 3,0 0,997
P0O90 6,9 5,2 0,988
P101 5,8 4,5 0,990
P106 1,4 11 0,993
P116 1,9 15 0,966
P118 5,2 4,0 0,999
Pi09 5,4 4,1 0,980
Pi10 6,6 5,2 0,986

R? : Coeficiente de correlagéo da reta tempo de inducéo VS temperatura

As amostras de misturas varietais Almodovar, Monchique e Pecoliva da safra
2009 apresentaram maiores valores de tempo de vida, sendo eles 5.3, 7.9 e 6.9
anos respectivamente, o que chama a atengéo para o facto de que as amostras da
safra de 2010 apresentaram valores inferiores. Estes valores podem estar
relacionados com um maior stress que as plantas tenham enfrentado no ano de
2009, factor este que obriga as plantas a produzirem maior concentracdes de
compostos de protecdo da prépria planta, tais como fendis, &cido ascorbico,
tocoferdis, clorofilas e carotendides, facto este que pode ser evidenciado na

comparacao destes compostos em tabelas anteriores (Tura et al., 2007).

De recordar que estes valores foram calculados através de uma regresséo de

valores logaritmicos representados nos graficos analisados. Isso significa que uma
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pequena variacdo no declive da reta poderia causar uma variacdo muito grande no
resultado final, pois a resposta teria uma variacdo exponencial. Todos as retas

apresentaram valores elevados de correlacéo, ou seja, R?.
Analise Estatistica

Como carateristica fundamental, a longevidade do produto (o tempo de
prateleira), foi uma das varidveis escolhidas para ser analisada. De modo a
determinar, de entre dos componentes analisados, quais os factores de maior

importancia e que podem ajudar a melhor prever o tempo de inducéo das amostras.

Neste sentido, a analise estatistica ANOVA, foi aplicada aos resultados

obtidos e as tabelas a seguir sdo um resumo do estudo realizado.

De acordo com a analise estatistica (tabela 4.15) pode-se verificar que esta
variavel ndo apresenta linearidade significativa com as demais variaveis analisadas
guando comparadas como um todo, ndo se podendo assim construir um modelo
para prever o tempo de inducdo do azeite a partir de varias componentes. Porém,
de acordo com anélises posteriores de significancia e sua validade, o factor indice
de Perdxidos apresenta um efeito negativo sobre o tempo de inducéo, enquanto as
variaveis ICsp € concentracdo de antioxidantes totais apresentam efeito positivo.
Estes resultados comprovam que o teor de compostos antioxidantes no azeite
favorece positivamente a resisténcia a oxidacdo, aumentando assim o tempo de

prateleira do produto.

Tabela 4.15: ANOVA para a variavel dependente tempo de indugdo a 110°C

Coefficients(a)

Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients t Sig.
Model B Std. Error Beta B Std. Error
1 (Constant) 6,116 5,138 1,190 ,255
Acidez ,946 1,626 175 ,582 571
Peréxidos -,082 173 -,160 -,473 ,644
Fendlicos -,021 ,037 -,357 -,581 571
ICso ,039 ,024 726 1,612 ,131
TOA ,017 ,044 272 ,397 ,698

a Variavel dependente: Tempo de inducéo
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Porém, quando retiradas algumas das variaveis (tabela 4.16), verifica-se que
0 ICsp, OuU seja, a quantidade de antioxidantes equivalentes de acido ascorbico, é
significativo, com um grau de significAncia de 0,002, quando analisado em
separado.

Tabela 4.16: ANOVA para a variavel dependente tempo de inducdo a 110°C (ICs)

Coefficients(a)

Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients t Sig.
Model B Std. Error Beta B Std. Error
1 (Constant) 5,380 1,622 3,316 ,004
ICso ,035 ,010 ,658 3,601 ,002

a Variavel dependente : tempo de inducéo

Se considerarmos uma significancia de 95%, pode-se verificar que as
variaveis indice de Peroxidos e antioxidantes totais (tabela 4.17) também podem
prever o tempo de inducédo dos azeites analisados, quando realizada a analise em

conjunto desses factores.

Tabela 4.17: ANOVA para a variavel dependente tempo de indugdo a 110°C (TOA e
indice de perdxidos)

Coefficients(a)

Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients t Sig.
Model B Std. Error Beta B Std. Error
1 (Constant) 6,751 4,516 1,495 ,154
Peroxidos -,213 ,102 -,417 -2,082 ,054
TOA ,029 ,013 ,444 2,216 ,042

a Variavel dependente: tempo de indugéo

K232, que apresenta uma significancia de 95%.

Outro factor também relacionado de forma linear e separado dos demais é o




Para a variavel tempo de inducao, o que se observou foi uma correlacdo com
as variaveis independentes ICsy e acidez, com um intervalo de confianca de 95%
(tabela 4.18). No tocante a este facto, seria possivel uma melhor compreensao do
tempo de vida e das propriedades antioxidantes dos azeites analisados, se fossem
realizados ensaios do teor de tocoferdis presentes no azeite. Segundo Bobbio e
Bobbio (2003) existe uma relagcdo de sinergismo entre o &cido ascorbico e o
tocoferol no tocante &s propriedades antioxidantes, ou seja, um estudo mais
elaborado sobre as variacbes das composicOes destes dois compostos poderia

elucidar melhor os mecanismos de captacao de radicais livres dos azeites da regido.

Tabela 4.18: ANOVA para a variavel dependente tempo de vida util

Coefficients(a)

Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients t Sig.
Model B Std. Error Beta B Std. Error
1 (Constant) -31,413 5,211 -6,029 ,000
ICs0 ,191 ,018 1,124 10,557 ,000
Acidez 7,243 1,829 421 3,960 ,001

a Variavel dependente: Tempo de vida util.

4.8 ICs9, método DPPH

O valor de ICs faz referéncia a quantidade necessaria de um composto para
diminuir em 50% a capacidade de redugao do composto 2,2’-defenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH). Com a equacdo de reta obtida para o padrdao (figura 4.6) foi possivel
calcular o valor do ICs para a curva padrao de acido ascorbico, 194,29 mg/L (Figura
4.6), ou seja, a massa de acido ascoérbico necesséaria para reduzir em 50% a

capacidade oxidante do radical DPPH.

Foram construidas retas semelhantes para os resultados obtidos com as
amostras (figuras 4.7, 4.8, 4.9, 4.10 e 4.11) e assim pode-se calcular o valor de ICsg
para os azeites, ou seja, a quantidade (em gramas) de azeite por mL de solvente

necessaria para inibir 50% do radical DPPH.
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Figura 4.6: Reta de calibracdo padrdo de inibicdo do radical DPPH usando

solucdes de acido ascorbico
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Figura 4.7: Retas de Inibicdo anti-oxidante das amostras de azeite em diferentes

diluicdes (amostras 2009)
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Figura 4.8: Retas de Inibicdo anti-oxidante das amostras de azeite em diferentes
diluicdes (amostras 2009 continuacéo).
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Figura 4.9: Retas de Inibicdo anti-oxidante das amostras de azeite em diferentes
diluicdes (amostras 2010)
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Figura 4.10: Retas de Inibicdo anti-oxidante das amostras de azeite em diferentes

diluigbes (amostras 2010 continuacgéo)
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Figura 4.11: Retas de Inibicdo anti-oxidante das amostras de azeite em diferentes

diluicdes (amostras 2011)
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Com as equacdes de reta obtidas nos graficos anteriores foi possivel calcular

a capacidade antioxidante equivalente em acido ascorbico dos azeites (tabela 4.19).

Tabela 4.19 : Valores de IC5p (em g de amostra por mL de solvente) e de

antioxidantes equivalentes (mg por litro de azeite) em acido

ascorbico
Amostra ICso R? Antioxidantes
(g/mL) mg/L de azeite

Al09 3,30 0,99 59,80
Co09 1,18 1,00 167,66
Col0 1,29 0,98 152,82
Ma09 1,72 1,00 114,79
Mal0 1,71 0,99 115,19
MOO09 3,74 1,00 52,70
Mo10 1,74 1,00 113,59
0101 3,90 1,00 50,62
0106 1,64 1,00 120,52
0111 3,11 0,98 63,46
0117 1,87 1,00 105,70
0090 0,42 0,98 469,72
P090 1,56 1,00 126,18
P101 1,84 1,00 107,25
P106 1,96 0,99 100,45
P116 1,52 1,00 129,47
P118 1,50 1,00 131,82
Pi09 0,83 1,00 238,42
Pi10 0,95 0,98 208,75

R? : Coeficiente de correlacéo da reta padrdo de &cido ascérbico

Os valores de ICsp encontrados para 0os azeites serviram de base para o
calculo de antioxidantes presentes por litro de azeite equivalentes ao acido
ascorbico, ou seja a quantidade de antioxidantes presentes no azeite necessaria

para reduzir em 50% a atividade do radical DPPH.

Os valores obtidos estdo na faixa de 50,62 mg/kg a 469,72 mg/kg
(antioxidantes presentes por kg de azeite), sendo que a amostra Olicer de 2010
(O101) foi a amostra que apresentou a menor concentracdo, ou seja, dentre as
amostras, apresentou o menor poder antioxidante frente ao radical DPPH. Por outro
lado, a amostra de 2009 do mesmo lagar, a O090, apresentou o maior valor de

antioxidantes equivalentes dentre todas, com 469,72 mg/kg, valor este
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aproximadamente 9 vezes superior ao da amostra um ano mais nova proveniente

do mesmo lagar.

As amostras monovarietais apresentaram valores médios de poder
antioxidante, sendo que a amostra Picual apresentou os maiores valores, 238,42
mg/kg para 2009 e 208,75 mg/kg para 2010, em segundo lugar ficou a Cobrangosa,
167,66 mg/kg para 2009 e 152,82 mg/kg para 2010; Macanilha apresentou 0s
menores valores entre as trés, 114,79 mg/kg para 2009 e 115,19 mg/kg para 2010.
Estes valores, associados a outros factores dizem-nos que a monovarietal Picual
apresenta maior poder antioxidante do que as demais amostras, levando portanto

ao um produto mais saudavel e mais resistente ao tempo de armazenamento.

Dentre as amostras destaca-se ainda o facto de que as amostras analisadas
referentes ao ano de 2009 se sobrepbem as demais em quantidade de acido
ascorbico equivalente. Este facto vem a confirmar que a safra de 2009 possui
melhores carateristicas nutricionais quando comparadas ao ano de 2010, o que
pode estar relacionado com variagdes climaticas daquele ano, considerando que 0s
compostos antioxidantes séo produzidos nas plantas como mecanismo de defesa a

factores externos como forma de protecdo da planta.
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6. Conclusao

O processo de maturacdo conduz a diferentes processos metabdlicos, com
uma consequente variacdo no perfil de compostos do azeite produzido, tais como
concentragcdo de triglicerideos, acidos gordos, polifendis, clorofilas e carotenoides,
sendo que estas alteracbes quimicas se refletem nas carateristicas sensoriais
(especialmente no sabor), na estabilidade oxidativa e/ou valor nutricional do produto
final e, obviamente na qualidade final (Matos et al., 2007).

Os altos indices de peroxidos e acidez das amostras (multivarietais) séo
caracteristicos de produtos obtidos de azeitonas de com um grau de maturacdo
mais avancgado. Estas amostras ndo podem portanto ser classificadas como extra-
virgem.

As amostras monovarietais (com maior valor comercial) apresentaram
valores dentro dos padrdes estabelecidos pela Comissao Europeia (EU) N° 61/2011
para classificagdo como azeites extra virgens.

Com relacdo ao teor de compostos fendlicos, os 6leos vegetais sao ricos em
compostos capazes de captar oxigénio e evitar a sua oxidacdo durante o periodo de
armazenamento (Ryan & Robards, 1998), dentre estes podemos citar os compostos
fendlicos, clorofilas e carotendides, sendo que os compostos fendlicos contribuem
ainda para o sabor dos azeites (Benito et al., 2012). Os resultados obtidos para os
azeites analisados apresentaram teores de compostos fendlicos entre 190,85 mg/Kg
e 516,75 mg/kg, valores estes de acordo com a média encontrada na literatura.

O resultados obtidos para o estudo da cor, mostraram boa correlagéo entre a
componente b* com o teor de carotendides e da componente a* com o teor de
clorofilas, correlacdo esta ja citada por Moyano et al., (2008) em seu trabalho.
Segundo Matos et al., (2007) o teor de pigmentos de cor decresce com o indice de
maturagdo dos frutos. Os valores iniciais da concentragdo de clorofilas
apresentados por ele sdo em média entre 25 mg/Kg a 30 mg/Kg iniciais até 2 mg/Kg
a 5mg/kg em estagios mais avangados, 0 que nos permite concluir que as baixas
concentracfes de compostos de pigmentos (clorofilas e carotendides) encontrados

nas amostras indicam um estado de maturagéo avangado.
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7. Propostas de trabalhos futuros

Uma analise sensorial para avaliar as relacdes entre o teor de compostos
fendlicos e os descritores sensoriais € uma proposta para trabalhos futuros.

Trabalhos complementares de avaliacdo das condi¢Bes climéaticas e da
composicdo do solo e sua influencia sobre o teor de compostos fendlicos pode ser
de grande ajuda para elucidar o mecanismo destas variaveis sobre a qualidade do
azeite regional.

Uma proposta interessante seria a apresentacao de resultados aos lagares
da regido e de certa forma trabalhar na orientacdo para que, na medida do possivel,
as condicfes de extracdo sejam uniformizadas, bem como avaliar a possibilidade de
planear e registar as misturas realizadas, podendo desta forma tracar um perfil mais
fiel & realidade desses azeites de mistura. O trabalho em conjunto poderia ainda, ser
uma via para a instituicdo de um trabalho cooperativo que pode favorecer a

gualidade bem como elevar o valor comercial do produto Algarvio.
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